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ACM Anticuerpo monoclonal 
ADP Adenosina-5’-difosfato 
ATP Adenosina-5’-trifosfato 
BaMV Virus del mosaico del bamboo 
BSMV Virus del mosaico de la cebada 
cDNA DNA copia 
CMV Virus del mosaico del pepino 
cre Elemento de replicación en cis 
CSE Elemento de secuencia conservada 
CSFV Virus de la fiebre porcina clásica 
CTP Citosina-5’-trifosfao 
CVB3 Coxsackievirus B3 
dATP 2’-desoxiadenosina-5’-trifosfato 
DEAE Dietilaminoetil 
DMEM Medio mínimo de Eagle modificado por Dulbecco 




e.c.p. Efecto citopático 
EDTA Etilén diamino tetraacetato 
EMCV Virus de la encefalomiocarditis 
FA Fiebre aftosa 
GTP Guanosina-5’-trifosfato 
HAART Terapia antirretroviral altamente activa 
h.p.i. Horas postinfección 
HPLC Cromatografía líquida de alta resolución 
HS Heparán sulfato 
ic Intracelular 
IPTG Isopropiltio-β-D-galactósido 
IRES Sitio interno de entrada de ribosomas 
LCMV Virus de la coriomeningitis linfocítica 
m.d.i. Multiplicidad de infección 
mRNA Ácido ribonucleico mensajero 
NAD Dinucleótido de nicotinamida y adenina 
NTP Ribonucleótido-5’-trifosfato 
PBS Solución salina tamponada con fosfato 




RNA Ácido ribonucleico 
r.p.m. Revoluciones por minuto 
RpRd RNA polimerasa RNA dependiente 
RT Retrotranscriptasa 
RT-PCR Reacción de transcripción inversa seguida de amplificación por PCR 
SARS Síndrome respiratorio severo agudo 
SBF Suero bovino fetal 
SIDA Síndrome de inmunodeficiencia adquirida 
sn Sobrenadante 
UFPs Unidades formadoras de placa 
UTP Uridina-5’-trifosfato 
UTR Región genómica no codificante 
VFA Virus de la fiebre aftosa 
VIH-1 Virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 
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Alanina  Ala, A Leucina Leu, L 
Arginina  Arg, R Lisina Lys, K 
Ácido aspártico Asp, D Metionina Met, M 
Asparagina  Asn, N Fenilalanina Phe, F 
Cisteína  Cys, C Prolina Pro, P 
Ácido glutámico Glu, E Serina Ser, S 
Glicina  Gly, G Tirosina Tyr, Y 
Glutamina  Gln, Q Treonina Thr, T 
Histidina  His, H Triptófano Trp, W 
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1.- Resumen en inglés (Summary). 
 
RNA viruses are the most abundant viruses in nature. Their adaptation is based 
on the continuous generation of mutant genomes, resulting in extremely heterogeneous 
and dynamic mutant swarms, termed viral quasispecies. We have used foot-and-mouth 
disease virus (FMDV) as a model to study the structure, dynamics and adaptive 
potential of viral quasispecies.  
The picornavirus FMDV usually causes an acute, systemic infection in vivo, and 
cytophatic infection in cell culture. The virus can, however, persist asymptomatically in 
the epithelium of the soft palate and oropharynx of rumiants. In the 1980’s our 
laboratory established and characterized a BHK-21 cell line persistently infected with 
FMDV. In this Doctoral Thesis we have re-examined persistence of FMDV in BHK-21 
cells by establishing again two parallel lineages of persistent cultures, beginning with 
the same stocks of cells and the same clone of FMDV. We report that the pattern of co-
evolution of cells and virus was very similar to that described previously. Relative 
quantitation of both positive and negative FMDV RNA strands has revealed an 
imbalance in the proportion of positive versus negative strand RNA in the persistently 
infected cells, that is a property of the virus with some participation of the cells, and 
which  could contribute to the molecular mechanism of persistence. 
We also describe the behavior of a FMDV clone (H595) which has a history of 
repeated serial plaque-to-plaque transfers in BHK-21 cells, that attained a very low 
fitness value relative to its parental reference virus (C-S8c1), and yet, its virulence for 
BHK-21 cells was significantly higher than that of its parental clone. A comparative 
study of the capacity to kill BHK-21 cells of chimeric FMDVs constructed with cDNA 
copies of the two parental FMDVs (H595 y C-S8c1) and mutant FMDVs C-S8c1 
containing the mutations found in gene 2C of H595, indicates that the enhanced virulence 
for BHK-21 cells of the low fitness clone is a polygenic trait, and that non-structural 
protein 2C is a virulence determinant for FMDV. We provide direct evidence that viral 
fitness and capacity to kill cells can be either linked or unrelated traits, and that such 
disparate relationship depends on the evolutionary history of the virus. This has a 
number of implications for viral pathogenesis, and the existence of specific mutations 
that affect differentially fitness and virulence opens the way to engineer candidate 
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2.- Introducción  
 
2.1.- Variabilidad genética de virus RNA. Cuasiespecies víricas. 
 
2.1.1.- Bases moleculares de la variabilidad genética de virus RNA 
 
Los virus que poseen RNA como material genético son los más abundantes en la 
biosfera, constituyendo más del 70% de los virus patógenos que infectan organismos 
superiores. Son los causantes de un gran número de enfermedades en el hombre como 
gripe, sarampión, varias formas de hepatitis, poliomielitis, SIDA, enfermedades de gran 
importancia veterinaria como la fiebre aftosa (FA), y otras denominadas “emergentes” 
como las fiebres hemorrágicas asociadas a hantavirus, arenavirus o filovirus (Morse 
1994; Nichol y cols. 1993; Duarte y cols. 1994b; Murphy 1994; Murphy y Nathanson 
1994; Weaver 1998).  
Una característica importante de los virus RNA es su elevada variabilidad 
genética. Esta alta variabilidad se debe a procesos de recombinación (especialmente 
frecuentes en virus RNA  de polaridad positiva) (King y cols. 1982; Lai 1992), a 
reordenamientos génicos en virus de genoma segmentado (Webster 1999), y a las 
elevadas tasas de mutación durante la replicación (Batschelet y cols. 1976; Drake 1993; 
Drake y Holland 1999). Los valores de tasa de mutación en la replicación de virus RNA 
se han estimado en 10-3 a 10-5 errores por nucleótido copiado (Holland y cols. 1982; 
Domingo y cols. 2001; Domingo 2006), un valor muy superior a los 10-8 a 10-11 errores 
por nucleótido copiado estimados para los procesos normales de replicación de DNA 
celular (Kunkel y Alexander  1986; Drake 1991; Echols y Goodman 1991). La base 
molecular de la baja fidelidad de copia durante la replicación RNA viral es la ausencia 
de actividad correctora de errores de las replicasas de RNA (actividad exonucleasa 3’→ 
5’), documentada tanto por métodos bioquímicos (Steinhauer y cols. 1992; Coffin y 
cols. 1997) como por comparación de dominios estructurales de replicasas de RNA y 
polimerasas de DNA celulares (Hansen y cols. 1997; Bressanelli y cols. 1999; Ferrer-
Orta y cols. 2006).  
Como consecuencia de su elevada variabilidad genética, las poblaciones de virus 
RNA son distribuciones dinámicas complejas de mutantes diferentes aunque muy 
relacionados entre sí. Estas distribuciones se denominan cuasiespecies virales (Figura 
2.1.) y los mutantes que las componen están sometidos a un continuo proceso de 
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variación genética, competición y selección. El concepto teórico de cuasiespecies fue 
propuesto inicialmente por Eigen, Schuster y sus colaboradores como un nuevo modelo 
de evolución molecular para describir la estructura poblacional y adaptabilidad de 
replicones primitivos (Eigen 1971; Eigen y Schuster 1979; Eigen y cols. 1988; 
Biebricher y Eigen 2006). Las primeras demostraciones de  la organización en 
cuasiespecies de virus RNA fueron la del fago Qβ, la del virus de la fiebre aftosa (VFA) 
y la del virus de la estomatitis vesicular (VSV) (Domingo y cols. 1978; Domingo y cols. 
1980; Holland y cols. 1982; Sobrino y cols. 1983). Hasta el momento, los virus RNA 
examinados a nivel poblacional muestran un complejo espectro de mutantes y 
evolucionan tal como predice la dinámica de cuasiespecies (Domingo 1999; Domingo y 






Las cuasiespecies virales se representan mediante una secuencia consenso y un 
espectro de mutantes (Figura 2.1.). La secuencia consenso es la que presenta en cada 
posición el nucleótido más frecuente en el conjunto de genomas de la población y puede 
no estar representada en el espectro de mutantes de la población. Las cuasiespecies 
estables suelen estar dominadas por una secuencia más frecuente en el espectro de 
mutantes, de mayor eficacia biológica, que se denomina secuencia maestra y que puede 
o no coincidir con la secuencia consenso (Biebricher y Eigen 2006).  
 
























Figura 2.1. Esquema de la 
estructura en cuasiespecies de 
los virus RNA. Se representa una 
distribución heterogénea de 
genomas, típica de los virus RNA. 
Las líneas representan genomas 
virales y los símbolos sobre las 
líneas representan mutaciones. 
Debajo del espectro de mutantes 
se indica la secuencia maestra y la 
secuencia consenso o promedio de 
la distribución. 
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2.1.2.- Evolución de las cuasiespecies virales 
 
La evolución de las cuasiespecies víricas está dirigida por la selección positiva, 
que promueve la imposición de los variantes más ventajosos para un determinado 
entorno, por la selección negativa, que elimina o mantiene en baja proporción los 
mutantes menos aptos de la población, y por efectos de deriva genética, por los que un 
variante puede ser amplificado y llegar a ser dominante, independientemente de su 
eficacia biológica (Domingo y Holland 1994; Domingo 2006). Las perturbaciones en 
las distribuciones de mutantes que replican en hospedadores infectados constituyen la 
primera etapa en el proceso de diversificación de un virus en la naturaleza. La velocidad 
de evolución mide los cambios en la secuencia consenso de poblaciones virales en 
función del tiempo y se suele expresar en sustituciones en el genoma viral por 
nucleótido y año (Domingo y Holland 1994; Domingo 2006). 
Las altas de mutación durante la replicación viral no implican necesariamente 
una evolución rápida (Domingo y cols. 1978; Holland y cols. 1982; Steinhauer y cols. 
1989; Domingo y Holland 1994). Durante la evolución de virus RNA es posible 
mantener un espectro de mutantes complejo sin variación en la secuencia consenso 
(estado de equilibrio poblacional) (Domingo y cols. 1978; Steinhauer y cols. 1989; 
Formella y cols. 2000; Albiach-Marti y cols. 2000). En algunos casos se puede producir 
una alternancia de periodos de estabilidad de secuencias consenso (estasis evolutiva) 
con periodos de rápida evolución, como ocurre con algunas estirpes del virus de la gripe 
tipo A que replican y evolucionan muy lentamente en el intestino de aves acuáticas, 
pero rápidamente cuando el virus infecta a mamíferos (Gorman y cols. 1992; Webster y 
cols. 1992; Horimoto y cols. 1995; Webster 1999). Estas observaciones demuestran que 
la alta heterogeneidad de las poblaciones víricas no es el único factor determinante de la 
velocidad de evolución de los virus RNA y que otros factores (epidemiológicos, 
ambientales, etc.) afectan de forma decisiva su velocidad de evolución. 
 
2.1.3.- Eficacia biológica relativa de virus (“fitness”) 
 
Se denomina eficacia biológica (“fitness”) al grado de adaptación de un 
organismo a su entorno. Para los virus RNA, se ha definido la eficacia biológica como 
su capacidad  para producir progenie infecciosa en un determinado ambiente (Holland y 
cols. 1991; Martínez y cols. 1991; Domingo y Holland 1997; Domingo y cols. 2003; 
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Quiñones-Mateu y cols. 2006). Esta aproximación permite establecer valores de eficacia 
biológica relativa realizando experimentos de competición mediante infecciones con 
mezclas de dos virus que se distinguen fenotípica o genotípicamente. El valor de 
eficacia biológica siempre es relativo a un virus de referencia y se refiere a un contexto 
ambiental definido. 
Los clones de una cuasiespecie suelen presentar un valor de “fitness” inferior al 
de la población en su conjunto (Domingo y cols. 1978; Duarte y cols. 1994a). Así, la 
selección de mutantes virales a partir de una población generará, en principio, 
subpoblaciones virales de menor eficacia biológica. Un ejemplo es la dramática pérdida 
de eficacia biológica que se produjo en el VFA cuando se seleccionaron mutantes 
resistentes a anticuerpos policlonales (Borrego y cols. 1993). Por tanto, el 
comportamiento de una cuasiespecie, en cuanto a eficacia biológica, no es el resultado 
de la eficacia media de sus componentes, sino que la población viral en su conjunto se 
convierte en la unidad de selección sobre la que actúan las presiones selectivas externas 
(Eigen 1993, 1996; Eigen y Biebricher 1988; Domingo y cols. 2001; Borrego y cols. 
1993; Baranowski y cols. 2000; Ruíz-Jarabo y cols. 2000, 2002; Miller y Larder 2001; 
Pariente y cols. 2003; Pfeiffer y Kirkegaard 2003, 2005; Vignuzzi y cols. 2006). 
 La evolución de cada mutante dentro de una cuasiespecie puede estar 
condicionada por el espectro de mutantes que le rodea. Experimentos con el VSV 
pusieron de manifiesto que un clon mutante de alta eficacia biológica dentro de una 
cuasiespecie sólo pudo llegar a imponerse cuando su frecuencia superó un valor 
mínimo; si su frecuencia era inferior a un valor umbral, el mutante era suprimido por el 
espectro de mutantes circundante (de la Torre y Holland 1990). Se han documentado 
otros casos de supresión de mutantes individuales por el espectro de mutantes tanto in 
vivo como en cultivos celulares (Domingo 2006). 
Un factor determinante en la ganancia o pérdida de eficacia biológica de una 
cuasiespecie es el tamaño de la población viral replicante (Chao 1990; Duarte y cols. 
1992; Novella y cols. 1995a, b; Elena y cols. 1996; Escarmís  y cols. 1996, 1999; 
Baranowski y cols. 1998; Sevilla y cols. 1998; Yuste y cols. 1999; Arias y cols. 2004; 



















Cuando el tamaño poblacional que participa en la siguiente ronda de replicación 
es muy reducido respecto al tamaño total disponible, se produce la amplificación de 
subpoblaciones de genomas independientemente de su adaptación o ventaja selectiva en 
el entorno, lo que puede dar lugar a la fijación de genomas con mutaciones en la 









































































Figura 2.2. Variación de la eficacia biológica en función del tamaño de la población replicante.
Se representa una cuasiespecie inicial en el centro, la cual puede evolucionar hacia aumentos de 
eficacia biológica (flecha ancha) al ser sometida a pases con grandes tamaños poblacionales, o hacia 
disminuciones de eficacia biológica (flechas pequeñas) al ser sometida a cuellos de botella 
poblacionales sucesivos o pases placa a placa. Las líneas representan genomas virales y los símbolos 
sobre las líneas representan mutaciones. Las secuencias consenso se muestran debajo de los 
correspondientes espectros de mutantes. Los pases con grandes tamaños poblacionales favorecen una 
optimización de la población viral con el consiguiente incremento de la eficacia biológica relativa del 
virus, mientras que los pases placa a placa dan lugar a una acumulación de mutaciones deletéreas y 
una bajada de la eficacia biológica relativa del virus, como se representa en el triángulo de la parte 
inferior de la figura. (Esquema basado en numerosos estudios revisados en Domingo y cols. 2001; 
Domingo 2006). 
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(pases en cuello de botella o placa a placa) limita la selección positiva de variantes con 
mayor eficacia biológica, reduce las posibilidades de que los virus progenie debilitados 
sean eliminados por selección negativa y de que las secuencias de mayor eficacia 
biológica sean rescatadas por recombinación, dominando un proceso de deriva genética 
que conduce a la acumulación gradual de mutaciones y a una reducción del “fitness” 
viral. Este proceso se conoce como trinquete de Muller (Muller 1964). La actuación del 
trinquete de Muller se ha demostrado experimentalmente con el bacteriófago Ф6 (Chao 
1990), el VSV (Duarte y cols. 1992; Clarke y cols. 1993), el VFA (Escarmís y cols. 
1996, 1999, 2002; Lázaro y cols. 2002, 2003; revisión en Escarmís y cols. 2006) y el 
virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH-1) (Yuste y cols. 1999, 2000). Los 
datos experimentales obtenidos con el VFA muestran que la bajada de eficacia biológica 
sigue un patrón bifásico y fluctuante y alcanza un valor basal a partir del cual el 
“fitness” se estabiliza. La población es resistente a la extinción a pesar de que la 
acumulación de mutaciones en el genoma es constante (Escarmís y cols. 2002; Lázaro y 
cols. 2002).  
En el caso de infecciones con elevado tamaño poblacional de virus en un 
ambiente constante, la selección positiva de los variantes más eficaces que se generan  
durante la replicación permite la ganancia de eficacia biológica (Novella y cols. 1995a; 
Escarmís y cols. 1999). La dinámica de las cuasiespecies víricas en relación con los 
cambios de eficacia biológica se ha documentado con numerosos estudios adicionales 
empleando virus bacterianos, virus animales y virus de plantas (Domingo y cols. 2001; 
Domingo 2006).  
 
2.1.4.- Implicaciones biológicas de la estructura en cuasiespecies 
 
Las cuasiespecies víricas representan importantes reservorios de variantes, no 
sólo por la cantidad existente en el espectro de mutantes de la población, sino también 
por el potencial para generar nuevos mutantes durante la replicación viral. Esta 
característica de la estructura en cuasiespecies, que fue destacada tanto en los estudios 
teóricos (Eigen 1971; Eigen y Schuster 1979) como en las primeras descripciones de 
virus como cuasiespecies (Domingo y cols. 1985; Domingo y Holland 1988; Wimmer y 
cols. 1993), parece ser clave en fenómenos relevantes desde el punto de vista biológico 
como cambios de tropismo, alteraciones de la virulencia o de la antigenicidad, escape a 
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anticuerpos o células citotóxicas, resistencia a agentes antivirales, e incluso en la 
emergencia o reemergencia de enfermedades víricas (Duarte y cols. 1994b; Forns y 
cols. 1999; Domingo y cols. 2001a, b, 2003; Figlerowicz y cols. 2003; Domingo 2006). 
La rápida evolución de los virus RNA puede permitir el escape del virus a una 
respuesta del sistema inmune, obligando a la actualización de vacunas para prevenir la 
enfermedad causada por sucesivas variantes virales (Webster y cols. 1982; Domingo y 
cols. 1997; Lemon 1997a, b). La existencia de múltiples variantes antigénicos dentro de 
una misma cuasiespecie vírica se ha puesto de manifiesto en virus como el de la gripe 
(Both y cols. 1983), el virus de la hepatitis C (Weiner y cols. 1992), el virus de la 
hepatitis B (Carman y cols. 1990, 1993; Fujii y cols. 1992), el VIH-1 (Reitz y cols. 
1988; Masuda y cols. 1990; Broliden y cols. 1991; Rowlands-Jones y cols. 1992; 
Borrow y cols. 1997) y el VFA (Rowlands y cols. 1983; Mateu y cols. 1988, 1990, 
1995; Borrego y cols. 1993; Domingo  cols. 1990), entre otros muchos. El escape de 
virus a una respuesta previa del sistema inmune puede permitir la progresión de la 
infección en el organismo, el establecimiento de persistencia y puede obligar a 
actualizar la composición de vacunas (Domingo y cols. 1997; Webster 1999; Ciurea y 
cols. 2000; Bowen y Walker 2005). 
Otra de las consecuencias biológicas de la alta mutabilidad de los virus RNA es 
la selección de mutantes resistentes a agentes antivirales (revisiones en Domingo y 
Holland 1992; Domingo y cols. 1997, 2001a, b). En ocasiones, la resistencia a un agente 
antiviral implica un solo cambio de aminoácido, como en el caso de la resistencia del 
virus de la gripe a 4-guanidinio-Neu5Ac2en, que se ha asociado a un cambio de 
aminoácido en la neuraminidasa viral (Blick y cols. 1995; Staschke y cols. 1995), el 
caso de la proteína VP1 de rinovirus (Heinz y cols. 1989), o el caso de la resistencia del 
virus de la diarrea bovina vírica al V32947, que se ha asociado a un cambio de 
aminoácido en la polimerasa NS5B (Baginski y cols. 2000). En el caso del VIH-1, la 
creciente dominancia de virus mutantes resistentes a distintos inhibidores, generalmente 
asociada a pocos cambios de aminoácido en la retrotranscriptasa o la proteasa virales, 
está dificultando seriamente el tratamiento del SIDA (Larder 1994; Richman 1994; 
Coffin 1995; Domingo y cols. 2001b). Debido a la gran capacidad de los virus RNA de 
generar mutantes resistentes a agentes antivirales individuales, se están empleando en la 
actualidad terapias combinadas como la terapia antiviral altamente activa (HAART) 
para tratar infecciones por el VIH-1 para intentar evitar el escape del virus (Ho 1995; 
Furtado y cols. 1999).  
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Se pueden producir alteraciones o expansiones del tropismo celular como 
consecuencia de pocos cambios de aminoácido en proteínas víricas (Baranowski y cols. 
2001a, 2003). Mutantes capaces de utilizar receptores alternativos o formas alteradas de 
un receptor celular se han descrito para varios sistemas virales. Uno de los ejemplos 
más dramáticos es el VIH-1. Ciertos mutantes de este virus pueden pasar de usar 
únicamente el co-receptor CCR5 a utilizar también el CXCR4, o el CXCR4 de forma 
exclusiva, por cambio de un aminoácido en la glicoproteína gp120 (De Jong y cols. 
1992; Fouchier y cols. 1995; Wang y cols. 1998). Esta alteración se corresponde con el 
paso de un fenotipo no sincitial a otro sincitial generalmente asociado a la progresión a 
SIDA (Schuitemaker y cols.1992; Björndal y cols. 1997; revisión en Berger y cols. 
1999). Además, cambios que confieren al bucle V3 de la gp120 un carácter básico 
permiten al VIH-1 utilizar glicosaminoglicanos como factores de adhesión a las células, 
lo que aumenta diez veces la producción viral (Zhang y cols. 2002). Se han descrito 
varios casos de uso de receptores alternativos para un virus, como por ejemplo el virus 
del sarampión (Hsu y cols. 1998, 2001; Tatsuo y cols. 2000) y el VFA (Jackson y cols. 
1996; Sa-Carvalho y cols. 1997; Baranowski y cols. 1998, 2000; Fry y cols. 1999; 
Núñez y cols. 2001), y otros en los que la afinidad de un virus por su receptor queda 
alterada por cambios de aminoácido en una proteína de superficie del virus, como por 
ejemplo el virus de la coriomeningitis linfocitaria de ratón (LCMV) (Ahmed y cols. 
1991; Matloubian y cols. 1993; Borrow y cols. 1995; Cao y cols. 1998; Sevilla y cols. 
2000; Kunz y cols. 2001). Se ha descrito que una mutación que comporta un cambio de 
aminoácido en la proteína VP1 confiere al virus de la encefalomiocarditis un carácter 
diabetogénico para ratones (Bae y Yoon 1993), un cambio en el extremo no codificante 
del virus coxsackie B3 (CVB3) se ha asociado a un aumento de su carácter cardiopático 
para el ratón (Tu y cols. 1995), dos sustituciones en la proteína de superficie del virus 
Friend le confieren carácter neuropatogénico en ratones y un tropismo celular extendido 
(Kai y Furuta 1984; Masuda y cols. 1992; Masuda y cols. 1996a, b), y el carácter 
hipervirulento de un VFA de serotipo C3 seleccionado en células BHK-21 modificadas, 
se asoció a dos cambios de aminoácido en la cápsida viral (Escarmís y cols. 1998). 
Estos ejemplos ilustran cómo una o pocas mutaciones, que por razones estadísticas 
pueden hallarse representadas en el espectro de mutantes de virus durante su replicación 
en los hospedadores, pueden ser suficientes para conferir a subpoblaciones de genomas 
víricos propiedades fenotípicas alteradas con una implicación en patogenia. 
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Además de la presencia de mutantes específicos con propiedades alteradas en los 
espectros de mutantes, la complejidad de la cuasiespecie puede también alterar el 
comportamiento de un virus. Así, aumentos de virulencia del coronavirus de la hepatitis 
del ratón se han asociado a la diversidad de la cuasiespecie medida por la proporción de 
genomas recombinantes y de genomas con mutaciones puntuales (Rowe y cols. 1997). 
También, parece que una mayor complejidad de la cuasiespecie del virus de la hepatitis 
C en pacientes crónicamente infectados se corresponde con una menor probabilidad de 
eliminación del virus mediante tratamiento combinado de interferón α con ribavirina 
(Pawlotski y cols. 1998; Pawlotski 2000). Un estudio realizado con un mutante de alta 
fidelidad de poliovirus mostró que el incremento de fidelidad se correspondía con una 
disminución del “fitness” y la virulencia en ratones (Pfeiffer y Kirkegaard 2005). El 
mutante de alta fidelidad replicaba a niveles similares al “wild-type”, pero generaba una 
diversidad genómica menor y era incapaz de adaptarse a condiciones de crecimiento 
adversas. En animales infectados, la reducción de la diversidad viral conducía a la 
pérdida del neurotropismo y a un fenotipo patogénico atenuado. La expansión de la 
diversidad de la cuasiespecie mediante mutagénesis química restauraba el 
neurotropismo y la patogénesis (Vignuzzi y cols. 2006). Estos resultados establecen una 
relación directa entre la tasa de mutación, la complejidad del espectro de mutantes y la 
patogenia. 
 
2.2.- La fiebre aftosa 
 
La fiebre aftosa (FA) es una enfermedad muy contagiosa que afecta a animales 
de pezuña hendida, fundamentalmente a ganado bovino y porcino, y cuyo agente causal 
es el virus de la fiebre aftosa (VFA). Es la enfermedad animal que ocasiona las pérdidas 
económicas más importantes a nivel mundial, debido a descensos de la producción 
ganadera, a las restricciones en el movimiento de ganado y de sus productos derivados, 
al cierre de mercados, a los gastos de vacunación, al sacrificio de animales infectados y 
de aquellos que han estado en contacto con ellos y a otras repercusiones económico-
sociales de los brotes de la FA (revisiones en Sobrino y cols. 2001; Sobrino y Domingo 
2004). 
La FA es una enfermedad enzoótica en muchas regiones de África, Asia, 
América del Sur y Europa del Este. Se puede obtener información actualizada sobre la 
situación de la FA en el mundo en la página web de la Oficina Internacional de 
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Epizootias (OIE): www.oie.int/es_index.htm. Existen múltiples vías de transmisión del 
virus, incluidas el contacto directo, transporte mecánico, aerosoles, ingestión, etc. El 
virus penetra en el organismo a través de los epitelios y produce vesículas o aftas 
causando una infección aguda caracterizada por fiebre y aftas, principalmente en 
lengua, boca y pezuñas. En animales adultos afectados de la enfermedad vesicular 
típica, la mortalidad no suele superar el 5% (Timoney y cols. 1988; Domingo y cols. 
1990), mientras que en animales jóvenes afectados de miocarditis asociada al VFA, la 
tasa de mortalidad se aproxima al 50%. Tras la fase aguda de la enfermedad se puede 
establecer una infección persistente en rumiantes en la que el virus persiste de forma 
asintomática en el esófago y garganta por periodos prolongados de tiempo. Estos 
animales portadores asintomáticos constituyen una reserva natural de virus muy 
extendida en todo el mundo y se sospecha que pueden originar nuevos brotes de la 
enfermedad aguda en animales sanos, dificultando aún más el control de la enfermedad 
(van Bekkum y cols. 1959; Pereira 1981; Gebauer y cols. 1988; Salt 1993, 2004). En los 
últimos años se han registrado casos de brotes de FA en países que se consideraban 
libres de la enfermedad como en Taiwan (Dunn y Donaldson 1997), Japón (Boletín OIE 
nº 13, vol. 13, año 2000), Grecia (Boletín OIE nº 13, vol. 26, año 2000) o el Reino 
Unido (Ferguson y cols. 2001; Giles 2001; Goodman 2001; Picrell y Enserink 2001; 
Samuel y Knowles 2001; Sobrino y Domingo 2001). En la actualidad no existe ninguna 
zona del mundo que pueda considerarse a salvo de las repercusiones directas o 
indirectas de los brotes de FA (Rowlands 2003). 
 
2.3.- El virus de la fiebre aftosa 
 
El VFA pertenece al género aftovirus de la familia Picornaviridae, y como tal 
posee un genoma RNA de cadena simple y de polaridad positiva, carece de envuelta, y 
su cápsida es de simetría icosaédrica (sección 2.3.2.). Se han descrito siete serotipos 
distintos del VFA (A, O, C, Asia1, SAT1, SAT2 y SAT3), más de 65 subtipos y 
numerosos variantes antigénicos (Pereira 1977; Mateu y cols. 1988). Esta grandísima 
diversidad antigénica es un reflejo de la alta variabilidad genética del VFA y constituye 
uno de los principales obstáculos para el control de la enfermedad por vacunación  
(Domingo y cols. 1980, 1990, 1992; Barteling y Woortmeyer 1987; Domingo 1989; 
Domingo y Holland 1992; Sobrino y Domingo 2004). 
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2.3.1.- Organización genómica y proteínas codificadas por el virus de la fiebre 
aftosa 
 
El virus de referencia empleado en nuestro laboratorio es el C-S8c1, un clon 
biológico obtenido a partir de un virus proveniente de un cerdo enfermo, aislado en Sta. 
Pau, Girona, en 1970 (virus C-Sta Pau Spain/1970). Pertenece al subtipo europeo C1 
dentro del serotipo C. El genoma del VFA C-S8c1 tiene 8115 nucleótidos de longitud, 
sin contar los tramos homopoliméricos de polirribocitidilato (poliC) y poliadenilato 
(poliA), que son heterogéneos en longitud (Escarmís y cols. 1992, 1996; Toja y cols. 
1999) (Figura 2.3.). El genoma de C-S8c1 se divide en una región central que contiene 
un único marco de lectura abierta comprendida entre los nucleótidos 1039 y 8023, y dos 
regiones más cortas no codificantes (5’ UTR y 3’ UTR), situadas en los extremos de la 
molécula de RNA y que incluyen elementos reguladores con complejas estructuras 
secundarias y terciarias (Flint y cols. 2004; Martínez-Salas y cols. 2002). La región 5’ 
no codificante comprende los primeros 1038 nucleótidos del genoma y la región 3’ no 
codificante está situada entre los nucleótidos 8024 y 8115 (en esta numeración se 
excluyen los tramos homopoliméricos).  
 
2.3.1.1.- Región 5’ no codificante 
 
Esta región reguladora se divide en varias subregiones, que en el sentido 5’ al 3’ 
son: el fragmento S, el poliC, la zona de pseudonudos, un elemento replicativo que 
actúa en cis (“cis acting replication element” o cre) y el IRES (sitio interno de entrada 
de ribosomas). El fragmento S, de 367 nucleótidos, está muy estructurado y se 
encuentra muy conservado entre distintos VFAs (Escarmís y cols. 1992; Belsham 
1993). A continuación se encuentra un tramo de poliC, de función desconocida, con una 
longitud variable de 100 a 400 nucleótidos, que se encuentra también presente en 
cardiovirus pero no en otros picornavirus. Adyacente al poliC existe una región que 
contiene una serie de repeticiones de una estructura terciaria de pseudonudos (Pleij y 
cols. 1985), de función desconocida (Escarmís y cols. 1995). Posteriormente, se 
encuentra el elemento cre que tiene una función importante en replicación (Mason y 
cols. 2002). Precediendo a los AUGs iniciadores se halla una región de 435 nucleótidos 
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denominada IRES cuya estructura secundaria está bien definida y conservada y que 
permite la entrada del ribosoma para la iniciación interna de la síntesis de la poliproteína 
viral de una forma independiente de cap (Pelletier y Sonenberg 1988; Jang y cols. 1990; 
Kuhn y cols. 1990; Belsham y Sonenberg 1996; Ramos y Martínez-Salas 1999; 
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Figura 2.3. Organización del genoma 
del VFA y las proteínas que codifica.
El genoma de VFA se organiza en una 
región codificante de la poliproteína 
viral flanqueada por dos regiones no 
codificantes, 5’ UTR y 3’ UTR, en el 
extremo 5’ y 3’, respectivamente. La 
molécula de RNA viral contiene en su 
extremo 5´ una proteína covalentemente
unida, denominada VPg, representada 
por un círculo negro (1). A continuación 
se localizan el fragmento S, altamente estructurado (2), el poliC (3), la zona de pseudonudos en 
tándem (4) y el sitio de entrada del ribosoma independiente de CAP (IRES) (5). Las estructuras 
secundarias están basadas en varios análisis estructurales y predicciones de modelado molecular 
(Pilipenko y cols. 1989; Escarmís y cols. 1992; Martínez-Salas y cols. 1993). En la región 5’ no 
codificante se indican los dos AUGs iniciadores de la traducción. Tras el procesamiento de la 
poliproteína viral se generan los genes estructurales (P1) y no estructurales (P2 y P3). La región 3B 
codifica tres copias de VPg, la proteína unida covalentemente al extremo 5’ del RNA (círculo negro 
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2.3.1.2.- Región  codificante 
 
La mayor parte del genoma de VFA es una zona de lectura abierta de 6984 
nucleótidos que codifica una poliproteína de 2328 aminoácidos que es procesada por las 
proteasas virales durante el ciclo infectivo. La lectura del RNA puede comenzar en cada 
uno de los dos codones AUG funcionales situados inmediatamente después del IRES y 
separados entre sí por 84 nucleótidos. La poliproteína está dividida en 4 regiones, que 
del extremo amino(N)-terminal al carboxilo(C)-terminal, se denominan: L, P1, P2 y P3 
(Figura 2.3.). 
 La región L (“leader”) codifica las proteínas Lab y Lb, según comience la 
lectura en el primer o segundo AUG funcional (Devaney y cols. 1988). Lab es 28 
aminoácidos más larga que Lb aunque ambas formas parecen ejercer la misma función 
en cultivos  celulares (Medina y cols. 1993). L es una proteasa activa en cis y trans que 
cataliza su propia separación de la poliproteína e inicia la proteolisis del componente 
celular p220 del factor de iniciación de la traducción eIF4F (componente del complejo 
proteico de unión al cap de los RNA mensajeros celulares), lo que conduce a una parada 
(“shut off”) de la síntesis de proteínas celulares en las células infectadas (Devaney y 
cols. 1988; Glaser y Skern 2000). Aparentemente, la proteasa L no es necesaria para la 
replicación viral del VFA en cultivos celulares (Piccone y cols. 1995a). Estudios 
recientes han revelado que el sitio de inicio Lb es necesario para la infectividad del 
VFA, mientras que el sitio de iniciación Lab es prescindible (Cao y cols. 1995; 
Escarmís y cols. 1996, 1999; Arias y cols. 2001, 2004). Los residuos catalíticos 
esenciales de la enzima han sido identificados (Piccone y cols. 1995b; Roberts y 
Belsham 1995), y se ha determinado su estructura tridimensional (Guarné y cols. 1998).  
 La región P1 codifica las proteínas estructurales VP1, VP2, VP3 y VP4. La 
distribución de estas proteínas en la cápsida se describe en la sección 2.3.2. 
La región P2 codifica las proteínas no estructurales 2A, 2B y 2C. 2A es un 
péptido de 16 aminoácidos que cataliza en cis la escisión de P1-2A de 2BC (Ryan y 
cols. 1991; Ryan y Flint 1997). En células infectadas con poliovirus, 2B y 2C están 
localizadas en complejos de replicación asociados a membranas (Bienz y cols. 1987; 
1990). La proteína 2B de enterovirus está implicada en permeabilidad de membranas 
(van Kuppeveld y cols. 1997), y en el bloqueo de la secreción de proteínas (Doedens y 
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Kirkegaard 1995). La proteína 2C de poliovirus contiene motivos de unión a 
membranas, de inducción de vesículas y de unión a RNA, y actúa en la replicación del 
RNA viral (Argos y cols. 1984; Rodríguez y Carrasco 1993; Tolskaya y cols. 1994; 
Xiang y cols. 1995a, b; Gromeier y cols. 1999; Pfister y Wimmer 1999) y en la 
inducción de la proliferación de vesículas de membranas (Bienz y cols. 1990). En la 
región codificante de la 2C de poliovirus se encuentra un elemento regulador (cre) que  
actúa en cis (Goodfellow y cols. 2000). 2C incluye dos motivos de unión a nucleótidos 
trifosfato (NTPs) denominados A y B que poseen actividad ATPasa y GTPasa, y un 
dominio helicasa denominado C, aunque no se ha demostrado actividad helicasa para 
ninguna proteína 2C de picornavirus. La actividad ATPasa, especialmente la del motivo 
B, está relacionada con la inhibición de la replicación viral mediada por cloruro de 
guanidinio (Pfister y Wimmer 1999; Mason y cols. 2003). Las mutaciones que 
confieren resistencia a guanidinio mapean en esta proteína tanto en poliovirurs (Pincus y 
cols. 1986; Pincus y Wimmer 1986; Pincus y cols. 1987; de la Torre y cols. 1990), 
como en el VFA (Saunders y King 1982; Saunders y cols. 1985; Pariente y cols. 2003). 
La región P3 codifica las proteínas no estructurales 3A, 3B, 3C y 3D. La 
proteína 3A de poliovirus está implicada en la síntesis del RNA viral (Takeda y cols. 
1986; Gromeier y cols. 1999). 3A podría estar implicada en el anclaje a membrana del 
complejo de replicación en picornavirus (Xiang y cols. 1998), y contribuir al efecto 
citopático y a la inhibición de la secreción de proteínas (Doedens y Kirkegaard 1995). 
También se encuentra implicada en virulencia y rango de hospedador de diferentes 
picornavivrus: cambios de aminoácido en 3A del VFA se han asociado a la adaptación 
del virus C-S8c1, originalmente de un aislado de cerdo, a cobayas (Núñez y cols. 2001) 
y a la atenuación en bovinos del VFA de serotipo O (Giraudo y cols. 1990; Beard y 
Mason 2000; O’Donnell y cols. 2001). Sustituciones en la proteína 3A del virus de la 
hepatitis A permiten la adaptación del virus a cultivos celulares (Morace y cols. 1993; 
Graff y cols. 1994). 3B incluye tres copias en tándem de la proteína VPg, que está unida 
covalentemente al extremo 5’ del RNA genómico del virus y está implicada en la 
iniciación de la síntesis de RNA y probablemente también en la encapsidación 
(Rowlands 1999; Ferrer-Orta y cols. 2006a). El VFA es el único picornavirus que 
codifica tres copias de 3B y no se han encontrado aislados naturales con menos de tres 
copias. Se han construido virus con una y dos copias funcionales en el laboratorio 
observándose una reducción en la síntesis de RNA y en la capacidad de replicar en 
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ciertos tipos celulares (Falk y cols. 1992; Mason y cols. 2003). Esta posible relación 
entre 3B, la síntesis del RNA viral y el potencial patogénico del VFA explicaría por qué 
se mantiene esta redundancia de 3B que, de no ser importante, podría ser eliminada 
mediante recombinación homóloga. 3C es una proteasa que cataliza la mayor parte de 
las roturas hidrolíticas de la poliproteína del VFA, y su secuencia sugiere que se trata de 
una serín proteasa relacionada con la tripsina. Se ha descrito que la proteasa 3C también 
es capaz de procesar los factores de iniciación de la traducción eIF4A y eIF4GI 
(Belsham y cols. 2000). 3D es la RNA polimerasa dependiente de RNA (RpRd) 
encargada de la replicación del virus (replicasa viral). La estructura tridimensional de la 
3D de VFA aislada y en un complejo con RNA molde-iniciador fue determinada por el 
grupo de la Dra. Nuria Verdaguer en colaboración con nuestro grupo (Ferrer-Orta y 
cols. 2004). La estructura con el RNA fue la primera resuelta para una polimerasa de 
picornavirus. Al igual que otras RNA replicasas, la secuencia de 3D del VFA no 
muestra evidencia de la presencia de un dominio de actividad exonucleasa 3’→ 5’ 
(actividad correctora de pruebas) y contiene los aminoácidos de la triada catalítica DDD 
(aminoácidos 240, 338 y 339) típica de las replicasas de virus RNA de polaridad 
positiva (Hansen y cols. 1997; Ferrer-Orta y cols. 2004, 2006a, b). Varios productos 
intermediarios del procesamiento de la poliproteína también intervienen en el proceso 
de replicación del virus (revisiones en Racaniello 2001; Semler y Wimmer 2002; 
Rowlands 2003). La evidencia actual con proteínas del VFA es que  varios precursores  
y proteínas procesadas son probablemente multifuncionales (revisiones en Rowlands 
2003; Sobrino y Domingo 2004). 
 
2.3.1.3.- Región 3’ no codificante 
 
La región 3’ no codificante posee una longitud de 91 nucleótidos y está 
implicada en replicación (Mirmomeni y cols. 1997). El extremo 3’ está constituido por 
un tramo de poliadenilato (poliA), de una longitud de 60-90 residuos, típico de un RNA 
mensajero eucariótico. El RNA del VFA actúa como un RNA mensajero in vitro e in 
vivo (revisiones en Belsham 1993; Rowlands 1999, 2003). El poliA interviene en la 
circularización del genoma, previamente al inicio de la replicación (Herold y Andino 
2001), y los residuos de adenilato actúan como molde del iniciador 3B-pUpU, que se 
une e inicia la síntesis de la cadena negativa del genoma viral. 
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2.3.2.- Estructura de la cápsida del VFA. Reconocimiento de anticuerpos y 
receptores celulares 
 
Mediante técnicas de difracción de rayos X sobre cristales de virus se ha resuelto 
la estructura tridimensional de varios picornavirus, entre ellos distintas estirpes del VFA 
(Acharya y cols. 1989; Lea y cols. 1995; Curry y cols. 1996), incluido nuestro virus de 
referencia C-S8c1 (Lea y cols. 1994). La cápsida de VFA mide unos 300Å de diámetro, 
presenta simetría icosaédrica y está compuesta por 60 copias de cada una de las 4 
proteínas estructurales: VP1, VP2, VP3 y VP4 (Figura 2.4.). Las tres primeras proteínas 
están parcialmente expuestas al exterior y comparten una estructura secundaria y 
terciaria muy similar en forma de barril β con 8 cadenas β antiparalelas que se 
denominan B, I, D, G, C, H, E, F, y que están conectadas entre sí por bucles de longitud 
variable que se identifican por las cadenas que unen; VP4 es interna, y se puede 
considerar como una prolongación N-terminal de VP2. 
Una copia de VP1, VP3  y VP0 (VP2 más VP4) se ensamblan formando un 
protómero biológico. Cinco protómeros se asocian formando un pentámero, y doce 
pentámeros se unen para formar una cápsida de simetría icosaédrica (Figura 2.4.). La 
entrada del RNA viral es una señal que induce el autoprocesamiento de VP0 en VP4 y 
VP2. (Curry y cols. 1996). En un pentámero, los 5 protómeros se relacionan entre sí por 
un eje de simetría de orden 5 donde las 5 copias de VP1 se disponen rodeando este eje, 
formando un poro hidrofóbico que permite la entrada de iones voluminosos (como el 
Cs+) y de colorantes (como el rojo neutro) que se unen al RNA viral e inactivan 
fotoquímicamente al virus (Acharya y cols.1989; Díez y cols. 1990; Racaniello 2001). 
Algunos de los bucles y láminas de las proteínas de la cápsida del VFA se 
encuentran expuestos al exterior e interaccionan con anticuerpos. El bucle G-H de la 
proteína VP1 (aminoácidos 140-160) muestra movilidad en la superficie de la cápsida y 
contiene uno de los principales determinantes antigénicos del VFA que se ha 
denominado sitio A (Mateu 1995; Mateu y cols. 1989, 1990), y multitud de mutantes de 
escape a la neutralización por anticuerpos monoclonales se han aislado en esta región 
genómica (Mateu y cols. 1989, 1990; Mateu 1995; Perales y cols. 2005). El bucle G-H 
de VP1 posee varios epítopos solapantes que muestran distinto grado de conservación 
entre aislados naturales del VFA de serotipo C (Mateu y cols. 1988, 1989, 1990; 
Martínez y cols. 1992; Borrego y cols. 1995; Mateu 1995). 





















Además del sitio A se han identificado otros determinantes antigénicos del VFA 
C-S8c1 como el sitio C (extremo carboxi-terminal de VP1) y el sitio D, un complejo 
formado por epítopos discontinuos implicando a aminoácidos de VP1, VP2  y VP3 (Lea 
y cols. 1994; Mateu y cols. 1994, 1998; Mateu 1995). 
La estructura tridimensional (determinada mediante difracción de rayos X) de 
complejos entre varios péptidos sintéticos que representaban el bucle G-H de VP1 y el 
fragmento Fab de varios anticuerpos neutralizantes específicos, mostró que el triplete 
Arg-Gly-Asp (RGD) (aminoácidos 141-143) situado en la zona más expuesta del bucle 
G-H de VP1, es esencial para la interacción con los anticuerpos (Verdaguer y cols. 
1995, 1996, 1998, 1999; Hewat y cols. 1997; Ochoa y cols. 2000; Sobrino y Domingo 
2004). El RGD también está implicado en la interacción con integrinas, proteínas de 








Eje de simetría 
de orden 5
Eje de simetría 
de orden 2
Eje de simetría 
de orden 3
D.
Figura 2.4. Esquema general 
de la estructura de la cápsida 
del VFA. A) Estructura 
terciaria de VP1, VP2 y VP3 en 
forma de trapezoide. Las 
cadenas β se representan como 
flechas, las hélices α como 
cilindros, los bucles como 
cintas blancas y los dominios 
C- y N- terminales como cintas 
negras. En el esquema se ha 
delimitado un trapezoide cuya 
cara superior se encuentra 
expuesta en la superficie del 
virión y la inferior está en 
contacto con el RNA.   
B) Posición relativa de las proteínas VP1, VP2 y VP3 formando un protómero biológico. La posición del 
extremo C-terminal de VP1 se representa con una cinta negra. C) Distribución de las proteínas VP1, VP2 y VP3 
en un pentámero alrededor del eje de simetría de orden 5. D) Estructura de la cápsida con indicación de la 
posición de los ejes de simetría de orden 2, 3 y 5. Se resalta un pentámero y dentro de éste un protómero 
biológico (Esquemas basados en Hogle y cols. 1985; Acharya y cols. 1989; Rossmann y Johnson, 1989; Mateu, 
1995; Sobrino y cols.  2001). 
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adhesión que actúan como uno de los receptores del VFA (αvβ3, αvβ1, αvβ6, αvβ8 y α5β1) 
(Fox y cols. 1989; Rieder y cols. 1993; Mason y cols. 1994; Beristein y cols. 1995; 
Jackson y cols. 2000, 2002; Sa-Carvalho y cols. 1997; Baranowski y cols. 2003; Rieder 
y cols. 2005). Existen evidencias de que la integrina αvβ6 actúa como receptor principal 
in vivo (Monaghan y cols. 2005). El RGD tiene una doble función en el ciclo vital del 
virus en la naturaleza: el reconocimiento de receptores celulares y la interacción con 
anticuerpos neutralizantes. Esta coincidencia de residuos de aminoácido en estas dos 
funciones podría promover una coevolución de tropismo y antigenicidad en el VFA, 
también observada en otros sistemas virales (revisión en Baranowski y cols. 2001a, 
2003). Resultados in vivo sugieren que la replicación del VFA en bovinos parcialmente 
inmunizados con péptidos sintéticos promueve la selección de variantes virales con 
alteraciones en el RGD y aminoácidos adyacentes, que muestran tanto modificaciones 
antigénicas como de tropismo celular (Taboga y cols. 1997; Tami y cols. 2003). 
Poblaciones virales del VFA C-S8c1 pasadas múltiples veces en células BHK-21 
pueden prescindir del RGD para su infectividad (Martínez y cols. 1997). En VFAs 
adaptados a cultivos celulares el heparán sulfato (HS) posee un importante papel en la 
entrada del virus a la célula (Jackson y cols. 1996; Sa-Carvalho y cols. 1997; 
Baranowski y cols. 1998; Fry y cols. 1999). También se han aislado mutantes del VFA 
C-S8c1 que carecen tanto del RGD como de motivos de unión a HS y que dan lugar a 
progenie infecciosa, sugiriendo la posibilidad de existencia de una tercera vía de entrada 
en la célula (Baranowski y cols. 2000). Estos resultados en cultivos celulares 
demuestran que un número limitado de sustituciones de aminoácido en la cápsida del 
VFA C-S8c1 puede ocasionar una expansión de tropismo celular debido a que el virus 
puede emplear más de un tipo de receptor (integrinas, HS y una tercera vía no 
identificada) para entrar, incluso en el mismo tipo de células (Baranowski y cols. 1998, 
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2.4.- Traducción y replicación del RNA del VFA 
 
El RNA del VFA es infeccioso, y tras la entrada en el citoplasma de la célula, 
debe ser traducido para dar lugar a las proteínas virales necesarias para la replicación 
viral y el ensamblaje del RNA en nuevos viriones. La traducción se produce a partir de 
un sitio interno de entrada del ribosoma (IRES) (sección 2.3.1.1.), con participación de 
factores de iniciación de la traducción necesarios para la traducción de los RNAs 
mensajeros celulares (Pilipenko y cols. 2000). El procesamiento del factor eIF4G por la 
proteasa L (Martínez-Salas y cols. 2001) (sección 2.3.1.2.) inhibe la síntesis de 
proteínas dependiente de cap, mientras que el producto de corte C-terminal, que 
permanece asociado a los factores eIF4A y eIF3, es suficiente para mantener la 
actividad del IRES. De esta forma, se facilita la traducción de los genomas virales que 
presentan un IRES. El factor eIF4G intacto y el producto de corte C-terminal de eIF4G 
interaccionan con el extremo 3’ del IRES del VFA (dominios J-K) (López de Quinto y 
Martínez-Salas 2000; Stassinopoulos y Belsham 2001). El IRES del VFA también 
requiere la presencia de otras proteínas celulares que estimulan la actividad del IRES 
mediante la formación o estabilización de estructuras terciarias del IRES (revisión en 
Belsham y Sonenberg 1996; 2000). 
La proteasa L induce el corte proteolítico de eIF4GI a tiempos muy tempranos 
postinfección, siendo suficiente un nivel muy bajo de expresión de la proteasa (Belsham 
y cols. 2000). Las cinéticas de procesamiento proteolítico de eIF4GI y el homólogo 
eIF4GII, son similares en células infectadas con VFA (Gradi y cols. 1998, 2004). La 
poliproteína viral se procesa principalmente por la acción de la proteasa 3C, liberándose 
distintos productos intermediarios de procesamiento y proteínas virales maduras. La 
proteasa 3C participa además en el procesamiento del factor de la traducción eIF4G 
contribuyendo a la síntesis de proteínas independiente de cap (Belsham y cols. 2000). 
Una vez que la poliproteína ha sido procesada para dar lugar a las distintas 
proteínas virales, el RNA sirve de molde para la síntesis de la cadena complementaria 
de RNA de polaridad negativa por la RpRd codificada por la región 3D del genoma. 
Para el inicio de la replicación, la polimerasa 3D utiliza como cebador los péptidos VPg 
y adiciona un residuo de uridil-monofosfato (UMP) a la Tyr que se encuentra en 
posición 3 del péptido VPg (Paul y cols. 1998; Paul y cols. 2003; Nayak y cols. 2005; 
Ferrer-Orta y cols. 2006a). Durante el inicio de la síntesis de la cadena positiva es 
necesaria la actuación de la región genómica cre (elemento de replicación en cis), 
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situado en la región 5’ no codificante del genoma, como molde del proceso de 
uridilación de VPg. Esta reacción es estimulada por la molécula 3CD (Paul y cols. 
2000; Yin y cols. 2003; Nayak y cols. 2005, 2006). En cambio, para la iniciación de la 
síntesis de la cadena negativa no se requiere la presencia de cre (Murray y Barton 2003). 
Existen evidencias de que el cre del VFA también puede actuar en trans (Tiley y cols. 
2003). 
Se piensa que el proceso de replicación del genoma en picornavirus está 
asociado a la cara citoplasmática de la membrana del retículo endoplasmático. La 
polimerasa 3D es reclutada en la membrana por el péptido 3AB (Lyle y cols. 2002b; 
Paul y cols. 2003). Se ha propuesto un modelo en el que un tapiz de polimerasas estaría 
recubriendo la membrana externa del retículo endoplasmático de células infectadas 
(Lyle y cols. 2002a). La eficiencia de la replicación del RNA viral sería mayor al estar 
compartimentada en la membrana, siendo cada genoma susceptible de ser copiado por 
diversas polimerasas que constituyen el tapiz. 
 
2.4.1.- Relación entre moléculas de RNA de polaridad positiva y negativa  
 
En células infectadas con poliovirus, la cantidad de RNA genómico de polaridad 
positiva es unas 30-70 veces superior al RNA complementario de polaridad negativa 
(Novak y Kirkegaard 1991). Asumiendo que los genomas RNA y sus complementarios 
poseen estabilidad similar, una posible explicación para este desequilibrio es que las dos 
cadenas sean sintetizadas por mecanismos diferentes que muestran distinta eficiencia. 
Los componentes de las células del hospedador desempeñan un papel crítico en la 
regulación de la cantidad de cadenas positivas y negativas sintetizadas durante la 
infección con poliovirus (López-Guerrero y cols. 1991). La asimetría, es posible que se 
deba a que la iniciación de la síntesis en el extremo 3’ de la cadena de RNA (+) es más 
eficiente que la iniciación en el extremo 3’ de la cadena de RNA (-). Una demostración 
elegante de esta hipótesis se obtuvo con la construcción y el estudio de un genoma del 
virus de la rabia (virus RNA de polaridad negativa) con idénticos sitios de iniciación de 
la síntesis de RNA en los extremos 3’ de ambas cadenas de RNA, (+) y (-). En las 
células infectadas con este virus, la relación entre las cadenas (+) y (-) fue 1:1, mientras 
que en células infectadas con el virus “wild-type” la relación era 49:1 (Finke y 
Conzelmann 1997).  
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Recientemente, se han puesto a punto técnicas que permiten realizar 
cuantificaciones específicas de cadenas de RNA de polaridad positiva o negativa 
empleando PCR a tiempo real (Komurian-Pradel y cols. 2004). Este estudio reveló que 
el RNA de cadena negativa del virus de la hepatitis C es 100-1000 veces menos 
abundante que el RNA de cadena positiva en el hígado de pacientes infectados. 
En esta Tesis Doctoral se ha aplicado la técnica de PCR a tiempo real a la 
cuantificación de moléculas de RNA de cadena positiva y cadena negativa del VFA en 
células infectadas. Ello ha permitido un estudio de la proporción de las moléculas de 
RNA de las dos polaridades durante la persistencia del VFA en células BHK-21, tal 
como se describe en Materiales y Métodos (sección 4.10.2.). 
 




El término “persistencia” se refiere a la supervivencia a largo plazo de los virus 
en sus hospedadores, y ha sido descrita de diversas formas (revisiones en Oldstone 
2006; Ahmed y Chen 1999; Domingo y cols. 1998): 1) supervivencia en una población 
celular viable, con limitación de la muerte celular y replicación de los genomas virales 
en equilibrio con la multiplicación de las células hospedadoras; 2) supervivencia en un 
organismo; 3) supervivencia en la naturaleza mediante la infección continua de 
organismos hospedadores susceptibles, con o sin persistencia en las células u 
organismos, y con o sin estabilidad a largo plazo de los virus como partículas libres. 
Factores genéticos, ecológicos y ambientales ejercen influencia en la persistencia viral. 
Los mecanismos implicados en el  mantenimiento de infecciones persistentes in vivo 
son múltiples y complejos e incluyen la modulación de la expresión génica, tanto del 
virus como de la célula, y la modificación de la respuesta inmune del hospedador. La 
continua replicación del virus puede alterar las funciones de las células del hospedador 
sin destruirlas, promoviendo un desequilibrio en la homeostasis normal del hospedador.  
 
2.5.2.- Persistencia in vivo 
 
Se han distinguido tres tipos  principales de infecciones persistentes in vivo 
(Baron 1996; Ahmed y Chen 1999): 
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1. Infecciones latentes. El virus permanece en el hospedador en una forma no 
infecciosa, con posibilidad de una reactivación posterior, que puede estar dirigida 
por varios estímulos, incluyendo cambios en la fisiología celular, superinfección por 
otros virus, inmunosupresión, etc. 
2. Infecciones crónicas. El virus continúa multiplicándose tras la infección primaria  y 
puede dar lugar a enfermedades crónicas o recurrentes. 
3. Infecciones lentas. Este tipo de infección se caracteriza por un largo periodo de 
incubación seguido de la progresión de la enfermedad. A diferencia de las 
infecciones latentes y crónicas, las infecciones lentas no tienen por qué comenzar 
con una fase aguda de multiplicación viral. 
En las infecciones persistentes, el genoma viral puede permanecer integrado de 
forma estable en el DNA celular, mantenerse en estado episomal, o con replicación 
limitada. Algunos virus pueden mantener más de un tipo de infección persistente al 
mismo tiempo, en diferentes tipos celulares. El tipo de infección persistente puede o no 
depender del tipo celular y el estado fisiológico de la célula. Por ejemplo, el virus de 
Epstein-Barr infecta de forma latente células B, pero establece una infección crónica en 
células epiteliales de la faringe (Miyashita y cols. 1995; Chen y Hudnall 2006).  
Las infecciones persistentes de células en cultivo se han clasificado en tres tipos 
(Baron 1996; Oldstone 2006): 
1. Infecciones estacionarias. La mayoría o todas las células en el cultivo están 
infectadas, hay liberación de virus lenta, pero continua y al muerte celular es nula o 
mínima. Las células infectadas pueden mostrar morfología alterada y pérdida de 
inhibición por contacto. La infección no puede “curarse” mediante tratamiento del 
cultivo con anticuerpos neutralizantes de la infectividad viral. Un ejemplo de este 
tipo de persistencia es la infección de células de ratón por el virus de la 
coriomeningitis linfocítica (LCMV), un miembro de la familia Arenaviridae. Este 
virus es, inherentemente, no citopático en su hospedador natural (Sevilla y cols. 
2003; Oldstone 2006). 
2. Cultivos portadores.  Solo una parte de las células del cultivo permanece infectada. 
Generalmente, aunque no siempre, se mantiene una continua producción de virus 
infeccioso con muerte de algunas células (Korner y Burgert 1994; Burgert y cols. 
2002). A pesar de ello, siempre están presentes células libres de virus, que pueden 
recuperarse por clonaje. Este tipo de infección persistente puede ser “curada”, 
eliminando el virus del cultivo, mediante tratamiento con agentes antivirales 
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(anticuerpos, interferón, inhibidores, etc.). En este tipo de persistencia 
frecuentemente se encuentran virus con carácter termosensible. 
3.  Infecciones latentes. El genoma viral replica y es segregado a las células hijas intra 
o extracromosómicamente (Barreca y O’Hare 2006).  
 
 2.6.- Persistencia del VFA 
 
El VFA puede establecer infecciones persistentes asintomáticas en la zona 
bucofaríngea de los rumiantes después de una infección aguda o como resultado de la 
vacunación con virus atenuado (revisiones en van Bekkum y cols. 1959; Domingo y 
cols. 1990; Dawe y cols. 1994; Salt 2004). A partir de animales persistentemente 
infectados se han aislado virus variantes con cambios genéticos y antigénicos (Costa 
Giomi y cols. 1984; Gebauer y cols. 1988; Malirat y cols. 1994). Estudios clásicos de 
transmisión de VFA sugirieron que era improbable que el VFA que persiste en 
rumiantes pudiera ser el origen de brotes agudos de FA. No obstante, estudios más 
recientes sobre la epidemiología molecular de VFA en África han proporcionado 
evidencia de que búfalos persistentemente infectados pueden ser el origen de infección 
en bovinos y otras especies (Dawe y cols. 1994; Bastos y cols. 2000). 
 
2.6.1.- Persistencia del VFA en cultivos celulares 
 
Los sistemas de persistencia de virus en cultivos celulares pueden revelar 
mecanismos de persistencia in vivo así como servir de modelos para el estudio de 
variabilidad y evolución de genomas RNA. 
La primera observación que permitió el establecimiento de células 
persistentemente infectadas por VFA fue que una proporción de células BHK-21 o 
IBRS-2, estimada en 10-3 a 10-4, sobrevivía a una infección lítica por el VFA. Estas 
células se pasaron seriadamente y mantuvieron la capacidad de producir VFA 
infeccioso, medible en los sobrenadantes de los cultivos (de la Torre y cols. 1985). La  
supervivencia celular podría ser resultado de variantes  celulares resistentes al VFA, 
presentes en las poblaciones de BHK-21 ó IBRS-2. Para reducir la heterogeneidad, las 
células BHK-21 fueron clonadas para producir la línea celular BHK-21c1. Al infectar 
estas células BHK-21c1 con C-S8 o el purificado de placa C-S8c1 el índice de 
supervivencia celular fue de nuevo aproximadamente 10-3 (de la Torre y cols. 1985). La  
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línea celular C1-BHK-Rc1 (abreviada como células R), derivada de la infección de una 
monocapa de BHK-21c1 con VFA C-S8c1 fue subcultivada 100 veces (14 meses en 
cultivo). El virus rescatado de estas células se denominó VR100 (de la Torre y cols. 
1988; Díez y cols. 1990). Esta línea celular se caracteriza por la presencia de RNA viral, 
la presencia de antígenos virales, la producción de virus infeccioso y la resistencia a 
superinfección por VFA. Esta resistencia de las células R a superinfección por VFA es 
específica, ya que las células se infectan por otros virus RNA (de la Torre y cols. 1985). 
El estudio de las células R de distintos pases se pudo llevar a cabo mediante eliminación 
del virus por tratamiento con el agente antiviral ribavirina (Rb) (1-β-D ribofuranosil- 1, 
2, 4 -triazol-3-carboxamida), manteniendo la viabilidad celular (de la Torre y cols. 
1987). Resultados muy posteriores indicaron que la acción mutagénica de la ribavirina, 
observada primero con poliovirus (Crotty y cols. 2000), contribuye al efecto antiviral en 
infecciones persistentes de VFA en células en cultivo (Airaksinen y cols. 2003). Las 
células curadas por ribavirina, en las cuales no se detecta virus mediante RT-PCR 
(Martín-Hernández y cols. 1994), son parcialmente resistentes a la infección por varios 
aislados del VFA de serotipos A, C y O, pero producen rendimientos  normales de otros 
virus RNA, como el VSV, el virus de la encefalomiocarditis y el virus Semliki Forest 
(de la Torre y cols. 1985, 1988; Martín-Hernández y cols. 1994). Se observó que a pesar  
de no tener virus  detectable, las células curadas en pases tardíos de persistencia diferían 
considerablemente de las células parentales BHK-21, mostrando una morfología más 
redondeada, mayor grado de transformación, y considerable resistencia a C-S8c1 (de la 
Torre y cols. 1988, 1989b). Experimentos de fusión celular mostraron que la resistencia 
estaba mediada por productos celulares que actúan en trans (de la Torre y cols. 1989a).  
Un estudio detallado de las primeras etapas del establecimiento de la persistencia 
demostró que el factor determinante de la iniciación de la persistencia fue, 
sorprendentemente, la rápida variación genotípica y fenotípica de las células, las cuales 
adquirieron muy rápidamente resistencia parcial al VFA (Martín-Hernández y cols. 
1994). El grado de resistencia al VFA de las células persistentemente infectadas se 
incrementa con el numero de pases de las células portadoras de virus (de la Torre y cols. 
1988, 1989b). Las células R evolucionan manteniendo una extensa heterogeneidad con 
respecto a la susceptibilidad a VFA (de la Torre y cols. 1989b).  
El virus rescatado de células R en su pase 100 (VR100) muestra varios cambios 
genéticos y fenotípicos respecto al virus parental C-S8c1 con el que se inició la 
persistencia. Entre los cambios fenotípicos se encuentran el carácter termosensible, 
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tamaño de placa pequeña e hipervirulencia para células BHK-21 (Díez y cols. 1990). El 
término hipervirulencia significa en este caso que el virus muestra un ciclo de infección 
más corto y permite la supervivencia de un menor número de células BHK-21 (de la 
Torre y cols. 1988, 1989b; Martín-Hernández y cols. 1994). Entre los cambios 
genéticos, se encuentran 2 cambios de aminoácido en el extremo N-terminal de la 
proteína VP3 (D 9 A y N 13 H), comunes a los virus R99 y R146 (liberados en los pases 
99 y 146, respectivamente), y que no aparecen en la correspondiente posición de ningún 
otro picornavirus (Díez y cols. 1990; Toja y cols. 1999). El VR100 presenta además, 
otros dos cambios en el extremo N-terminal de la proteína VP3, C 7 V y M 14 L. La 
mutación D9A aparece también en variantes virales derivadas de la infección de células 
BHK-21 persistentemente infectadas curadas con Rb con el VFA C3Arg/85 (Escarmís y 
cols. 1998). Al propagar en infecciones citolíticas seriadas en células BHK-21 el virus 
VR100, el tamaño de placa pequeño revirtió a tamaño normal en todos los casos 
analizados, pero la virulencia del VR100 no revirtió, incluso aumentó tras las 
infecciones citolíticas. La mayoría de las mutaciones fijadas en el VR100 se 
mantuvieron, pero la longitud del poliC disminuyó dramáticamente (Sevilla y Domingo 
1996). La introducción de las mutaciones C 7 V y M 14 L en la cápsida de C-S8c1 no 
tiene efecto sobre el tamaño de placa y la producción viral durante infecciones líticas, ni 
en la estabilidad del virión, pero sí conduce a una pérdida de “fitness”. En cambio, la 
mutación D 9 A provoca una drástica reducción del tamaño de placa y la viabilidad. La 
competición del mutante C 7 V con virus “wild-type” implica la fijación de la mutación 
D 9 A en la cápsida C 7 V, y, por otra parte, la presencia de la mutación D 9 A conduce 
a la fijación de la mutación M14L. En ambos casos, las dos mutaciones, desventajosas 
individualmente, conducen juntas a un incremento de “fitness” del doble mutante. Estos 
resultados aportan evidencias de la existencia de una cadena de acontecimientos 
compensatorios ligados en una región definida de la cápsida del VFA durante 
infecciones citolíticas, así como la existencia de un “cluster” de sustituciones de 
aminoácidos en virus procedentes de infecciones persistentes que también pueden 
aparecer en infecciones citolíticas en respuesta a cambios causados por mutaciones 
previas (Mateo y Mateu 2006). 
Durante la persistencia, las células hospedadoras se hacen progresivamente más 
resistentes al VFA  y éste, a su vez, más virulento para las células, lo que representa un 
ejemplo de coevolución del virus infectante y de su célula hospedadora (de la Torre y 
cols. 1988). Coevolución es un concepto general relevante a la interacción entre 
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patógenos y sus hospedadores (revisión en Woolhouse y cols. 2002). Se ha descrito 
coevolución virus-célula para virus coxsackie A9 en células HeLa (Takemoto y Habel 
1959), el virus linfotrópico del ratón en células L (Ron y Tal 1985), reovirus en células 
L (Ahmed y cols. 1981), poliovirus en células neuronales (Colbére-Garapin y cols. 
1989), y virus de la hepatitis de ratón en células DBT (Chen y Baric 1996). Una 
población de células persistentemente infectadas con un virus y que evoluciona hacia 
una mayor resistencia a la infección por el mismo virus tiene que desarrollar algún 
mecanismo que potencie esta resistencia (inducción de inhibidores de la replicación 
viral, disminución de la expresión de receptores necesarios para el virus, etc). A su vez 
los virus deben desarrollar mecanismos para superar la barrera impuesta por la célula, 
incluyendo el reconocimiento de receptores alternativos. 
 
2.6.2.- La virulencia en virus persistentes 
 
Durante la persistencia, el VFA adquiere una mayor virulencia que el virus 
parental C-S8c1 para las células BHK-21 iniciales y la virulencia constituye un factor 
favorable para la persistencia (Sáiz y Domingo 1996). En un ensayo de muerte celular 
similar al descrito en Materiales y Métodos (sección 4.4.) el VR100 resultó 103 veces 
más virulento que C-S8c1 para BHK-21 (Sevilla y Domingo 1996). 
La secuencia de nucleótidos del virus VR100 mostró aproximadamente un 1% 
de variación con respecto a C-S8c1 (Díez y cols. 1990; Escarmís y cols. 1992), y un 
poliC unos 145 residuos más largo que el poliC de C-S8c1, con algunos residuos de 
uridina intercalados a intervalos relativamente constantes en el poliC (Escarmís y cols. 
1992). Existen trabajos previos que asocian mutaciones presentes en el VR100, tanto en 
la región del IRES como de la cápsida, con un incremento de virulencia (Martínez-Salas 
y cols. 1993; Baranowski y cols. 1998). 
Una pregunta que se ha formulado en evolución general es que si, en caso de 
repetirse un proceso evolutivo en nuestra biosfera, se daría un resultado parecido o 
distinto a lo que conocemos actualmente. Evidentemente esta pregunta no puede tener 
una respuesta puesto que la evolución biológica que hemos conocido parcialmente en la 
Tierra no puede ser ensayada de nuevo. No obstante, algunos aspectos concretos de esta 
pregunta pueden ser abordados, aunque sea planteando un episodio evolutivo con 
entidades complejas y muy evolucionadas. Ello puede facilitarse con un virus RNA, 
dada su rápida capacidad de evolución. Como parte de esta Tesis Doctoral, se han 
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establecido dos nuevas líneas celulares de BHK-21 persistentemente infectadas  con C-
S8c1, con el objetivo de estudiar, mediante técnicas actuales no disponibles hace dos 
décadas, si las características básicas de la persistencia del VFA en células BHK-21 se 
repetían o diferían respecto a las observadas hace dos décadas (de la Torre y cols. 1985, 
1988).  
 
2.7.- Virulencia viral  
 
La virulencia de un patógeno in vivo suele referirse a la capacidad para causar 
enfermedad o muerte del hospedador (Poulin y Combes 1999; Lenski y May 1994). En 
general, un virus virulento provoca una enfermedad significativa en el hospedador, 
mientras que un virus no virulento o atenuado, no causa enfermedad o causa una 
enfermedad leve. La alteración de la virulencia, mediante métodos directos o indirectos, 
permite la obtención de virus atenuados, que tienen una aplicación en el diseño de 
vacunas. La tecnología del DNA recombinante permite obtener virus quiméricos e 
introducir mutaciones definidas en los genomas virales con el objetivo de identificar 
genes relacionados con virulencia. En general, estos estudios han revelado que distintas 
zonas de los genomas virales pueden contribuir a su virulencia (revisiones en Racaniello 
2006; Goodenow y cols. 2003; Rapicetta y cols. 2002). 
Los genes virales que afectan a la virulencia se han clasificado en cuatro grupos 
(Flint y cols. 2004): 1) genes que afectan la capacidad replicativa del virus; 2) genes que 
modifican los mecanismos de defensa del hospedador; 3) genes que facilitan la 
propagación del virus en el mismo hospedador y entre hospedadores; 4) genes 
implicados en toxicidad para el hospedador. 
 
2.7.1.- Relación entre capacidad replicativa (“fitness”)  y virulencia  
 
La relación entre capacidad replicativa (“fitness”) y virulencia ha sido abordada 
con diferentes organismos, obteniendo a menudo conclusiones controvertidas. Los virus 
RNA constituyen un sistema interesante para abordar esta cuestión, a causa de su rápida 
variación genética y fenotípica, y a la posibilidad de cuantificar “fitness” y virulencia en 
un mismo ambiente biológico.  
 
 




















En esta Tesis Doctoral abordamos la relación entre “fitness” y virulencia del 
VFA en células BHK-21, empleando un conjunto de clones biológicos y poblaciones de 
VFA que derivan del clon C-S8c1 y que tienen una historia evolutiva bien definida 
(Figura 2.5.). En línea con los conceptos descritos en la sección 2.1.3., definimos 
“fitness” como capacidad  replicativa del virus en las células BHK-21 en (Holland y 
cols. 1991; Martínez y cols. 1991; Domingo y Holland 1997; Domingo y cols. 2003; 
Quiñones-Mateu y Arts 2006). Definimos virulencia como el mínimo número de UFPs 
necesario para lisar un número definido de células BHK-21 en un tiempo determinado 
(García-Arriaza y cols. 2004; Sevilla y Domingo 1996). Tanto los valores de “fitness” 
como los de virulencia son siempre relativos a un virus referencia, en este caso el clon 
biológico C-S8c1. Los virus empleados se describen detalladamente en Materiales y 
Métodos (sección 3.2.1.) y sus relaciones evolutivas se representan en la Figura 2.5. 
 
2.7.2.- Determinantes de virulencia  
 
Estudios previos con poblaciones naturales y de laboratorio de VFA han 
definido, al menos, tres determinantes de virulencia en células de cultivo o en animales: 
1. La cápsida viral, en la cual cambios de aminoácido que incrementan la carga 
positiva en la superficie median la unión a heparán sulfato, el uso de vías de entrada 
C-S8c1                C-S8c1p2                   C-S8c1p113                  C-S8c1p213            C-S8c1p260 
H595                                                              H50                                             MARLS 
C-S8p260p3d
SD6
Figura 2.5.  Esquema de la historia evolutiva de pases de los virus empleados en el estudio de la 
relación entre “fitness” y virulencia. Los clones biológicos están representados como cuadrados 
negros y las poblaciones virales como círculos vacíos. Las flechas grises anchas  indican pases a alta 
m.d.i. (1-5 UFP/célula), las flechas finas negras indican pases placa a placa, la flecha ancha negra 
indica la selección de un mutante resistente al anticuerpo monoclonal SD6, y las flechas anchas 
vacías indican pases a baja m.d.i. a partir de la población C-S8p260, caracterizada por la presencia de 
genomas defectivos (García-Arriaza y cols. 2004). Los virus y el anticuerpo monoclonal SD6 se 
describen en Materiales y Métodos (sección 4.2.1.). 
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celular alternativas, y expansión del tropismo celular (Baranowski y cols. 1998; 
Jackson y cols. 1996; Ruiz-Jarabo y cols. 2004; Baranowski y cols. 2001, 2003). 
2. La proteína no estructural 3A, en la cual deleciones o cambios de aminoácido 
pueden afectar a la virulencia de VFA en el ganado porcino y bovino (Beard y 
Mason 2000; Giraudo y cols. 1990), o contribuir a la expansión del rango de 
hospedador de VFA in vivo (Núñez y cols. 2001). 
3. El sitio de entrada interno del ribosoma (IRES), en el cual una sola mutación puede 
aumentar la traducción dependiente del IRES y la replicación del virus en células 
BHK-21 (Martínez-Salas y cols. 1993). 
Estudios con rinovirus asociaron cambios de aminoácido en las proteínas no 
estructurales 2B, 2C y 3A con un incremento de virulencia en células de ratón (Harris y 
Racaniello 2003, 2005). Recientemente, se han identificado mutaciones en la proteína 
viral 24 (VP24) y la nucleoproteína del virus Ébola como principales determinantes 
moleculares de virulencia en ratones, aunque mutaciones en otras regiones del genoma 
también contribuyen a un incremento de virulencia, indicando que los determinantes de 
virulencia son multigénicos (Ebihara y cols. 2006). También se han descrito como 
determinantes de virulencia las tres glicoproteínas de la cápsida del virus de la fiebre 
porcina clásica (CSFV) (Meyers y cols. 1999; Rissatti y cols. 2005, 2006; van Gennip y 
cols. 2004), facilitando el desarrollo de posibles vacunas atenuadas para esta 
enfermedad (Mayer y cols. 2004; Moormann y cols. 1996; Risatti y cols. 2005). 
En esta Tesis Doctoral se comparan valores de “fitness” y virulencia en BHK-21 















































Los objetivos de esta Tesis Doctoral han sido: 
 
1. Estudiar la persistencia del VFA en cultivos celulares. Caracterizar, mediante las 
técnicas de las que se dispone en la actualidad, la dinámica del RNA viral 
intracelular y extracelular durante la persistencia reiniciada de nuevo con el clon de 
VFA C-S8c1 y células BHK-21, tal como se hizo hace dos décadas. Estudiar hasta 
qué punto se reproducen pautas de evolución definidas anteriormente para este 
sistema, principalmente la coevolución del virus y las células, a nivel genético y 
fenotípico.  
 
2. Estudiar la relación entre capacidad replicativa o “fitness” y virulencia del VFA. 
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4.- Materiales y métodos 
 
4.1.- Cultivo de células eucarióticas 
 
Se han empleado las siguientes líneas celulares establecidas: 
 
• Células BHK-21, fibroblastos de riñón de hamster (Stocker y MacPherson 1964) 
que fueron clonadas por dilución límite (de la Torre y cols. 1988).  
• Células BHK-R o células R, derivadas de una sublínea de células BHK-21 
persistentemente infectadas con el VFA C-S8c1. Las células BHK-R establecidas en 
esta Tesis Doctoral corresponden a dos líneas celulares independientes denominadas 
células RB y RD. 
• Células R-Rb, células R curadas del VFA mediante tratamiento con ribavirina (1-β-
D ribofuranosil-1, 2, 4,-triazol-3-carboxamida) (Rb) (de la Torre y cols. 1987). Las 
células R-Rb utilizadas en esta Tesis Doctoral proceden de células R de los pases 90 
y 100 tratadas con el agente antiviral ribavirina. El VFA no fue detectado en las 
células R-Rb ni por ensayos de infectividad ni por RT-PCR cuantitativa a tiempo 
real empleando oligonucleótidos específicos del VFA. 
 
Estas líneas celulares se cultivaron hasta  confluencia en medio Eagle 
modificado por Dulbecco (DMEM) (Dulbecco 1959), suplementado con aminoácidos 
no esenciales (Sigma), 50 µg/ml de gentamicina (Sigma), 0.00002% de 
parahidroxibenzoato de butilo (Sigma), y 5% de suero bovino fetal (SBF) (Gibco), en 
una atmósfera con 7% de CO2, 98% de humedad y a 37º C tal como se ha descrito 













4.2.1.- Variantes del VFA 
 
Se han empleado los siguientes VFA de serotipo C: 
 
• C-S8c1: es un clon biológico procedente del aislado natural C1 Santa Pau Sp/70 
(Santa Pau, Girona, 1970) y obtenido mediante tres aislamientos sucesivos de placa 
en células BHK-21 (Sobrino y cols. 1983). 
• Virus R (extra e intracelular): virus presente en el interior (virus R intracelular) o en 
el medio de cultivo (virus R extracelular) de células BHK-21 persistentemente 
infectadas con C-S8c1 a lo largo de los diferentes pases de la infección persistente. 
• C-S8c1p213MARLS (denominado a lo largo de esta Tesis Doctoral virus MARLS): 
es un clon mutante de escape del anticuerpo monoclonal (ACM) SD6 [ACM 
neutralizante frente al bucle G-H de la proteína VP1 del VFA de serotipo C (Mateu 
y cols. 1990)] seleccionado a partir de la población C-S8c1p213 (clon C-S8c1 
pasado 213 veces en células BHK-21) (Charpentier y cols. 1996). Presenta el 
cambio de aminoácido Leu144→Ser en el sitio antigénico A del bucle G-H de la 
proteína VP1 (Baranowski y cols. 1998). La eficacia biológica relativa de este clon 
es de 25 veces la del clon C-S8c1 (García-Arriaza y cols. 2005). 
• C-S8c1p260p3d (denominado a lo largo de esta Tesis Doctoral virus C-S8p260p3d): 
es el virus C-S8c1p260 (clon C-S8c1 pasado 260 veces en células BHK-21) tras 3 
pases seriados a baja multiplicidad de infección (m.d.i.) (diluyendo 103 veces el 
virus antes de cada pase). La eficacia biológica relativa de este clon se ha calculado 
como de 20 veces la del clon C-S8c1 (García-Arriaza y cols. 2004). 
•  C-S8c1p113: es la población viral obtenida tras 113 pases seriados a alta m.d.i. de 
C-S8c1 en células BHK-21. 
• H50: la serie de virus H deriva de la población C-S8c1p113. Se obtuvo virus de diez 
placas de esta población (H1- H10), y cada uno de los clones virales fue sometido a 
sucesivos pases placa a placa (Escarmís y cols. 1996). H50 es el virus inicial, previo 
a los pases placa a placa.  
• H595: es un virus obtenido tras 2 pases de una mezcla de 5 clones H595 (1-5) en 
células BHK-21. La mezcla empleada en el primer pase de infección contenía 1×104 
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unidades formadoras de placa (UFPs) de cada clon. H595 tiene una eficacia biológica 
aproximadamente 9 veces menor que la de C-S8c1 (Pariente y cols. 2003). Los 
clones de la serie H595 son de muy baja eficacia biológica y fueron obtenidos tras 95 
pases placa a placa del virus H50. Los valores de eficacia biológica relativa se 
calcularon tomando como base el número de UFPs obtenidas en su progenie, tal 
como se justificó previamente en nuestro laboratorio comparando medidas de 
eficacia biológica mediante ensayos de competición y mediante la cantidad de 
partículas infecciosas encontradas por placa viral (Escarmís y cols. 1999).  
• VR100: es un aislado del sobrenadante de un cultivo de células persistentemente 
infectadas con VFA C-S8c1 después de 100 pases en cultivos celulares (de la Torre 
y cols. 1985; Díez y cols. 1990).  
 
4.2.2.- Virus quiméricos 
 
Se han empleado virus generados a partir de clones infecciosos quiméricos que 
poseen distintas regiones del H595 y el resto del genoma de C-S8c1 (descripción más 
detallada en la sección 4.11.2. y Figura 4.1).  
 
También se han construido virus mutantes que difieren en la secuencia de la 
proteína no estructural 2C respecto a C-S8c1 por la introducción de mutaciones 
puntuales que están presentes en la secuencia de los virus H595, MARLS y C-
S8c1p260p3d  (sección 4.11.1. y Figura 4.1). 
 
 La numeración de los residuos del genoma del VFA se hará, a lo largo de esta 
Tesis Doctoral, según la descrita en Toja y cols. (1999).  
 
Los virus quiméricos y mutantes empleados han sido los siguientes: 
 
• pMT28/H595 (436-2046): es un virus quimérico que posee la región comprendida 
entre los nucleótidos 436 y 2046 del H595 y el resto del genoma de C-S8c1. 
• pMT28/H595 (2046-3760): es un virus quimérico que posee la región comprendida 
entre los nucleótidos 2046 y 3760 del H595 y el resto del genoma de C-S8c1. 
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• pMT28/H595 (436-3760): es un virus quimérico que posee la región comprendida 
entre los nucleótidos 436 y 3760 del H595 y el resto del genoma de C-S8c1. 
• pMT28/H595 (3760-5839): es un virus quimérico que posee la región comprendida 
entre los nucleótidos 3760 y 5839 del H595 y el resto del genoma de C-S8c1. 
• pMT28/H595 (5839-7427): es un virus quimérico que posee la región comprendida 
entre los nucleótidos 5839 y 7427 del H595 y el resto del genoma de C-S8c1. 
• pMT28/H595 (3760-7427): es un virus quimérico que posee la región comprendida 
entre los nucleótidos 3760 y 7427 del H595 y el resto del genoma de C-S8c1. 
• pMT28/H595 (2046-7427): es un virus quimérico que posee la región comprendida 
entre los nucleótidos 2046 y 7427 del H595 y el resto del genoma de C-S8c1. 
• pMT28/H595 (436-7427): es un virus quimérico que posee la región comprendida 
entre los nucleótidos 436 y 7427 del H595 y el resto del genoma de C-S8c1. 
• H595/2C-3A(pMT28): es un virus quimérico que posee las regiones comprendidas 
entre los nucleótidos 436 y 4201, y 5839 y 7427 del H595, y el resto del genoma de 
C-S8c1, es decir, que su secuencia es idéntica a la del virus quimérico pMT28/H595 
(436-7427) excepto la región comprendida entre los nucleótidos 4201 y 5839 (que 
incluye la región codificante de las proteínas 2C y 3A) que corresponde a C-S8c1. 
• pMT28(SN): es un virus mutante en el que se ha introducido la mutación 
correspondiente a Ser80→Asn en la región codificante para la proteína 2C del C-
S8c1. 
• pMT28(TA): es un virus mutante en el que se ha introducido la mutación 
correspondiente a Thr256→Ala en la región codificante para la proteína 2C del C-
S8c1. 
• pMT28(QH): es un virus mutante en el que se ha introducido la mutación 
correspondiente a Gln263→His en la región codificante para la proteína 2C del C-
S8c1. 
• pMT28(SN, TA, QH): es un virus mutante en el que se han introducido las 
mutaciones correspondientes a Ser80→Asn, Thr256→Ala y Gln263→His en la 
región codificante para la proteína 2C del C-S8c1. 
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Figura 4.1. Representación esquemática de los virus quiméricos y mutantes empleados en esta 
Tesis Doctoral. Las zonas 5’ y 3’ no codificantes se indican con rayas horizontales y las zonas 
codificantes mediante rectángulos con el nombre de las proteínas codificadas. La proteína VPg y el 
tramo de poli C se representan como un círculo y un rectángulo, respectivamente, en la zona 5’ no 
codificante. La zona en blanco corresponde a la región de C-S8c1 y la zona en azul a la de H595. Los 
números en la parte superior de cada genoma indican el primer y último nucleótido de la región de 
H595. Las posiciones en las que se han introducido cambios de aminoácido en la proteína 2C de C-
S8c1 se indican en rojo. La numeración de los residuos del VFA es la descrita en Toja y cols. (1999).
A la derecha de cada figura se indica el nombre del virus. 
 
  



























pMT28 (SN, TA, QH) 
 
 
                        5’                                                   3’ 
    VPg    Poli C 




4.3.1.- Infecciones en medio líquido 
 
Los métodos de infección de células BHK-21 en medio líquido y los controles 
para asegurar ausencia de contaminaciones han sido descritos previamente (Domingo y 
cols. 1980; Sobrino y cols. 1983; Baranowski y cols. 1998).  
 
4.3.2.- Plaqueo de virus en medio de agar semisólido en células BHK-21 
 
Los métodos de plaqueo de virus en medio de agar semisólido en células BHK-
21 han sido descritos previamente (Domingo y cols. 1980; Sobrino y cols. 1983; 
Baranowski y cols. 1998). Se infectaron 2 × 106 - 4 × 106 células con diluciones 
crecientes de virus. Tras una hora de adsorción a 37º C en una atmósfera con 7% de 
CO2, 98% de humedad, se lavó la monocapa dos veces con DMEM y se añadió agar 
semisólido a una concentración final del 0.5% en medio DMEM con 2% de SBF y 1% 
de dietilaminoetil (DEAE) - dextrano. A continuación se incubó en las mismas 
condiciones de adsorción durante 16 a 30 horas, dependiendo del variante viral. 
Después de la incubación se fijaron las células con formaldehído al 2% y se tiñeron las 
monocapas fijadas con cristal violeta (2% cristal violeta en formaldehído al 2%). 
 
4.4.- Ensayo de virulencia 
 
El ensayo de virulencia se realizó tal como se describe en Sevilla y Domingo 
(1996), con ligeras modificaciones. La virulencia del VFA para células BHK-21 se 
define como el mínimo número de UFPs requerido para lisar un número definido de 
células en un tiempo determinado (Sevilla y Domingo 1996). En los ensayos realizados 
en esta Tesis Doctoral se define la virulencia como el mínimo número de UFPs 
necesarias para lisar 104 células BHK-21 en un tiempo determinado. En todos los casos 
se determinó la virulencia a distintos tiempos postinfección. Para ello se infectaron 
células BHK-21 en pocillos de placas M96 (104 células/pocillo) con diluciones seriadas 
de los virus (50 µl/pocillo), se fijaron las placas a distintos tiempos postinfección con 
formaldehído al 2% y se tiñeron con cristal violeta (2% cristal violeta en formaldehído 
al 2%) (García-Arriaza y cols. 2004).  
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4.5.- Purificación de virus 
 
Las partículas virales de C-S8c1 fueron purificadas tal como se describe en Díez 
y cols. (1990). Los viriones provenientes de una infección se purificaron parcialmente 
por ultracentrifugación a través de un colchón de sacarosa al 20% en TNE (Mateu y 
cols. 1987). Posteriormente, los virus parcialmente purificados se sometieron a un paso 
más de purificación mediante sedimentación en gradiente de sacarosa del 7,5% al 30% 
en TNE (Domingo y cols. 1980). Se recogieron fracciones de 700 µl. El título viral de 
cada fracción se determinó mediante un ensayo de plaqueo (sección 4.3.2.). 
 
4.6.- Extracción de virus R intracelular de células R 
 
Se lavaron las monocapas de células R con tampón fosfato pH 6.0 y medio de 
cultivo con el fin de eliminar virus no adsorbido. A continuación fueron lisadas por 3 
ciclos de congelación y descongelación, se centrifugó el medio de cultivo a 3000 r.p.m. 
para eliminar restos celulares y se recogió el sobrenadante. 
 
4.7.- Extracción de RNA vírico 
 
4.7.1.- Extracción de RNA vírico extracelular 
 
El RNA vírico fue extraído a partir de 150 µl del sobrenadante de infección de 
monocapas celulares utilizando Trizol (Gibco). En el caso de células R, se extrajo a 
partir de 300 ó 500 µl del medio de cultivo celular para realizar la cuantificación de 
moléculas de RNA (positivas y negativas) y para secuenciación, respectivamente. El 
sobrenadante se mezcló con el doble de volumen de Trizol y se incubó 5 minutos a 
temperatura ambiente; se añadió cloroformo (100 µl por cada 150 µl de sobrenadante), 
se agitó y se incubó 10 minutos a temperatura ambiente. Tras centrifugación de 15 
minutos a 12.000 r.p.m. (14.819 g), se separaron las dos fases y los ácidos nucleicos se 
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4.7.2.- Extracción de RNA vírico intracelular 
 
Para la extracción del RNA vírico intracelular, las monocapas se lavaron 
previamente con tampón fosfato pH 6.0 y medio de cultivo con el fin de eliminar virus 
no adsorbido. Las células se despegaron de la placa con tripsina y se congelaron en 
suero bovino fetal suplementado con 10 % DMSO. Las células congeladas se 
centrifugaron a 3000 r.p.m. y se resuspendieron en 500 µl de medio DMEM con 2% de 
suero bovino fetal y se extrajo el RNA vírico por el mismo método descrito 
anteriormente para el RNA vírico extracelular (sección 4.7.1.). 
 
4.8.- Obtención de cDNA y amplificación por RT-PCR de RNA vírico 
  
 Para la reacción de transcripción inversa del RNA vírico (obtención del cDNA 
del RNA del VFA) se empleó la retrotranscriptasa del virus de la mieloblastosis aviar 
AMV-RT (Promega). Las reacciones de amplificación por PCR del cDNA se llevaron a 
cabo utilizando Ampli-Taq polimerasa (Perkin Elmer). En ambos casos se siguieron las 
instrucciones facilitadas por el fabricante, realizando el proceso de amplificación por 
RT-PCR en un solo paso en el tampón y concentración óptimas para la Ampli-Taq. 
En el caso de los virus R y el virus H595, debido a la cantidad limitante de RNA, 
las reacciones de RT-PCR se realizaron en dos pasos. Para la reacción de transcripción 
inversa del RNA vírico se empleó la RT Transcriptor (Roche); las reacciones de 
amplificación se realizaron con la DNA polimerasa termoestable EHF (Expand High 
Fidelity) (Roche), que es una polimerasa de alta fidelidad de copia, ya que posee 
actividad correctora de errores (actividad exonucleasa 3’→5’) (Barnes 1994), para 
minimizar los errores introducidos por la polimerasa en el proceso de amplificación. En 
ambos casos se siguieron las instrucciones facilitadas por el proveedor. 
 
Los productos amplificados se analizaron por electroforesis en un gel de agarosa 
al 1% y tinción con bromuro de etidio o SYBR-SAFE (Invitrogen Molecular Probes). 
 
Dado que se determinaron secuencias consenso, posibles mutaciones 
introducidas durante la RT-PCR no pueden afectar a ninguno de los resultados 
presentados. Los oligonucleótidos empleados se detallan en la Tabla 4.1. 
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Tabla 4.1. Secuencia de los oligonucleótidos empleados. 
Regióna Oligonucleótido Secuencia (5’→3’) Orientaciónb Posiciónc 
Fragmento S SR3 TTGAAAGGGGGCGCTAGGGTC s 1 
 SD4HpaI TGAAAGGCGGGTTTCGGGTG a 367 
Pseudonudos NR2 TAAGTTTTACCGTCTGTCCCG s 368 
 NR4BamHI TGTACAAACACGATCTAAGCAGGTTT s 561 
IRES NR1New AACTCTCCTTGGTAACAAGGACC s 742 
Proteasa L LRIL CGGAGGTCGGCACCTTTCCTTTA s 1002 
 LD1L GCCTTCCACCCTTCATTGAGTGG a 1619 
VP1 4D1New TTGTTCTGGGTGTTGGTTGTGTG a 1835 
VP2 EPF2 GAAGACCGCATTCTCACTACCCG s 1927 
 2R1New CTGGTCTAGAGAGACGCGCGTTCATC s 2042 
 2R2New GATGGGCGACATCAGTGACAGGG s 2280 
 JH2 GGGTTGATGAACTGGTGGGG a 2345 
 2R3New CACGGTGCCCAACAGATCAAAG s 2470 
VP3 JD5New GCACGTACGCCACCATGTACCG a 2926 
 3R2New CTTTGAGCTCCGGCTACCTGTG s 3171 
VP1 NK26 GACCTTCACAAACCGG a 3333 
 AV1New GGATTGGTTGTGTTGTTAAGTGC a 3518 
 1R1L ACACCGTGTGTTGGCTACGGCG s 3572 
2A-2B pU GAAGGGCCCAGGGTTGGACT a 3888 
2B 2BR1 TTGGTGTCTGCTTTTGAGGAAC s 3988 
 2BD1 CAAACGTGCTGTCCAGAATCTC a 4190 
2C 2BR2 GAAGACCTTGAGAGAGCAGAG s 4318 
 2CD1 CTCTTCTGAGGCGATCCATGC a 4458 
 mutSNu TTGAAGAACGGGAACGTCCATATTGCd s 4576 
 2CR1 AGAGCGGGAACGTCCATATTG s 4580 
 mutSNd CGTTCCCGTTCTTCAAACACACTTGGd a 4591 
 mutTAu GAAGACACCCACGCCAATCCAGTGGCd s 4098 
 2CD3 CGCTCACGTCGATGTCAAAGTG a 5047 
 mutTAd ACTGGATTGGCGTGGGTGTCTTCAAGTGCd a 5120 
 mutQHu GGCAATGTTTCACTACGACTGTGCCCd s 5121 
 mutQHd GGCACAGTCGTAGTGAAACATTGCCd a 5145 
3A 3AD1 GAGTCGTGTACCATGCCCTC a 5396 
 5331wtnew  GTCATCATGATCCGCGA s 5515 
 5331C922new TCATCATGATCCGCGCGA s 5516 
3C 3CD1 CATGACCATCTTTTGCAGGTCAG a 6003 
 A2Sac I CAGAGCTCGACCCTGAACCGCACCACGAe s 6581 
3D 3DR1 GAAACGCCGCGGTGCACTTATC s 6984 
 B2New CACTGCAGCGATGCCATGAACATC s 7351 
 U GGATGCCATCTGGCTGT s 7493 
 A AGGAGATCATGGTGTAGGTGTC a 7615 
  C-Not-Pol CCAATTGTGATGTTTGGCGGCCGCTGCGTCGCCGCACACGGCGTTCe a 8043 
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Regióna Oligonucleótido Secuencia (5’→3’) Orientaciónb Posiciónc 
3’ UTR ED6EcoRI GCCCGAATTCATTGTGCCAATTGT  e a 8060 
 R-end TTTGGATTAAGGAAGCGGGAAAAGCCC a 8115 
 
a  Región genómica a la que corresponde el oligonucleótido  (Introducción, sección 2.3.1.).  
b Orientación del oligonucleótido iniciador: s significa “sentido” (de la misma polaridad que el RNA 
genómico del VFA); a significa “antisentido” (de la polaridad de la cadena negativa del VFA). 
c Se indica la posición en el genoma del VFA (Toja y cols. 1999) del nucleótido en el extremo 5’ del 
oligonucleótido iniciador. 
d La mutación presente en los oligonucleótidos utilizados para realizar mutagénesis dirigida está 
subrayada. 
e La diana de restricción presente en los oligonucleótidos utilizados está subrayada y en cursiva. 
 
  
4.9.- Purificación de fragmentos de PCR 
 
Los productos de amplificación de PCR se separaron mediante electroforesis en 
geles de agarosa de bajo punto de fusión (NuSieve, Sea-Plaque) (FMC), en tampón 
TAE (sección 4.18.). El DNA de la banda deseada se purificó usando el kit Wizard SV 
Gel and PCR Clean-Up System (Promega), siguiendo las instrucciones del fabricante. El 
DNA se cuantificó por tinción con bromuro de etidio o SYBR SAFE (Invitrogen 
Molecular Probes) en geles de agarosa y comparación de la intensidad de la banda con 
marcadores de concentración conocida.  
Cuando no fue necesario purificar el DNA por electroforesis en gel de agarosa y 
para eliminar oligonucleótidos y dNTPs no incorporados, los fragmentos de DNA 
sintetizados se filtraron a través de membranas de Microcon (Millipore). 
 
4.10.- Cuantificación del RNA vírico  
 
4.10.1.- Cuantificación de moléculas de RNA totales 
 
La cuantificación de RNA se realizó mediante RT-PCR cuantitativa a tiempo 
real con el aparato “Light Cycler” (Roche). Este método mide la cantidad de producto 
de RNA amplificado en cada ciclo de la reacción de PCR mediante la unión de una 
sonda fluorescente (SYBR Green I) que se une específicamente al DNA de doble banda, 
de forma que la amplificación puede detectarse por la intensidad de fluorescencia 
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emitida (que es proporcional a la cantidad de producto presente en la muestra). La 
cuantificación de RNA de las muestras se determinó por extrapolación de los valores de 
fluorescencia obtenidos en una curva patrón realizada en paralelo con RNA de pMT28 
(RNA transcrito a partir del plásmido pMT28), cuya concentración fue determinada por 
espectrofotometría mediante densidad óptica a 260 nm y por electroforesis en gel de 
agarosa. El plásmido pMT28 es un clon infeccioso de C-S8c1 derivado del pMT15 
(Toja 1997), que contiene 35 residuos de citidina en el poliC, 25 adenosinas en el poliA 
y no contiene ninguna secuencia entre el inicio del genoma de C-S8c1 y el promotor de 
la SP6 polimerasa, y su secuencia corresponde a la del genoma de C-S8c1. 
 
La especificidad de las reacciones de amplificación se comprobó con el análisis 
de la curva de fusión del DNA amplificado. Las curvas de fusión permiten distinguir 
entre productos de amplificación específica y productos artefactuales de bajo peso 
molecular (como dímeros de oligonucleótidos), ya que los específicos presentan una 
temperatura de fusión más alta. Los productos de las amplificaciones resultantes fueron 
analizados por electroforesis en geles de agarosa para comprobar que el producto tenía 
la longitud esperada. Se determinó el número mínimo de moléculas de RNA que pueden 
ser cuantificadas en estas condiciones experimentales utilizando diluciones seriadas de 
RNA de pMT28 de concentración conocida. El límite de detección de esta RT-PCR fue 
de 1,8 × 102 moléculas de RNA por muestra.  
 
Se utilizó el kit “Light Cycler RNA Master SYBR Green I” (Roche) y se 
siguieron las instrucciones facilitadas por el fabricante, optimizando la concentración de 
Mn2+ a 3 mM. La enzima utilizada fue la Tth polimerasa, que es una enzima 
termoestable que posee actividad retrotranscriptasa y polimerasa (Myers y Gelfand 
1991), que permite realizar RT y PCR en una sola reacción. La región amplificada para 
la cuantificación de RNA vírico fue 3D (altamente conservada entre los distintos 
serotipos del VFA), y los oligonucleótidos empleados fueron A y U (Tabla 4.1.). 
 
4.10.2.- Cuantificación de moléculas de RNA  de polaridad positiva y negativa 
 
La cuantificación de moléculas de RNA positivas y negativas del VFA se realizó 
mediante PCR cuantitativa a tiempo real con el aparato “Light Cycler” (Roche), tras un 
paso previo de transcripción inversa del RNA (RT).  
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La reacción de RT se llevó a cabo empleando el kit Transcriptor RT (Roche) y 
usando el oligonucleótido A o el tag-U para cuantificar cadenas positivas o negativas 
respectivamente (Tabla 4.2.). El oligonucleótido U fue marcado con un “tag” 
correspondiente a un oligonucleótido de LCMV que no hibrida con el genoma de VFA. 
 
 
Tabla 4.2. Secuencia de los oligonucleótidos empleados para la cuantificación de moléculas de RNA 
vírico de polaridad positiva y negativa. 
Oligonucleótido Secuencia (5’→3’) Orientación a Posición b 
U GGATGCCATCTGGCTGT s 7493 
A AGGAGATCATGGTGTAGGTGTC a 7615 
tag-U c tag-GGATGCCATCTGGCTGT s 7493 
tag  d AGTTTAAGAACCCTTCCCGC s _ 
 
a Orientación del oligonucleótido iniciador: s significa “sentido” (de la misma polaridad que el RNA 
genómico del VFA); a significa “antisentido” (de la polaridad de la cadena negativa del VFA). 
b Se indica la posición en el genoma del VFA (Toja y cols. 1999) del nucleótido en el extremo 5’ del 
oligonucleótido iniciador. 
c El oligonucleótido U fue marcado con un “tag” correspondiente a un oligonucleótido de LCMV que no 
hibrida con el genoma de VFA. 
d Oligonucleótido de LCMV empleado como “tag” que no hibrida con el VFA. 
 
 
Para la reacción de PCR cuantitativa a tiempo real se utilizó el kit “Light Cycler 
FastStart RNA Master SYBR Green I” (Roche) y se siguieron las instrucciones 
facilitadas por el fabricante. La región amplificada para la cuantificación del RNA 
vírico fue 3D (altamente conservada entre los distintos serotipos del VFA). La 
cuantificación de RNA de las muestras se determinó por extrapolación de los valores de 
fluorescencia obtenidos en una curva patrón realizada en paralelo con RNA de polaridad 
positiva (RNA transcrito de cadena positiva a partir de pMT28) o negativa (RNA 
transcrito de cadena negativa de la región 3D) (Tabla 4.3.). La curva estándar de RNA 
de polaridad positiva corresponde a diluciones seriadas de RNA transcrito de cadena 
positiva de pMT28. Diseñamos una curva estándar de cadena negativa que corresponde 
a diluciones seriadas de RNA transcrito de cadena negativa de la región 3D del genoma 
de VFA.  
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Tabla 4.3. Curvas estándar empleadas en la cuantificación de cadenas positivas y negativas. 
 
La cuantificación de RNA de las muestras se determinó por extrapolación de los valores de fluorescencia 
obtenidos en una curva patrón realizada en paralelo con RNA transcrito de cadena positiva a partir de 
pMT28, en el caso de cuantificación de cadenas positivas, y RNA transcrito de cadena negativa de la 
región 3D, en el caso de cuantificación de cadenas negativas. El plásmido pMT28 es un clon infeccioso 
de C-S8c1 derivado del pMT15 (Toja 1997), que contiene el genoma completo de C-S8c1 bajo el control 
del promotor de la SP6 polimerasa. La concentración del RNA de las muestras se determinó por 
extrapolación del valor de fluorescencia de la curva estándar obtenida con el RNA transcrito de pMT28 o 




Para cuantificar cadenas positivas (genómicas) se llevó a cabo la reacción de RT 
empleando el oligonucleótido A, complementario a la región comprendida entre el 
nucleótido 7594 y el nucleótido 7615, que copia cadenas positivas, y posteriormente la 
reacción de real-time PCR utilizando los oligonucleótidos A y U (idéntico a la región 
comprendida entre el nucleótido 7493 y el nucleótido 7509 de la cadena positiva). En el 
caso de la cuantificación de cadenas negativas, la reacción de RT se realizó empleando 
el oligonucleótido tag-U, compuesto por una secuencia (“tag”) que no se encuentra 
presente en el genoma de VFA en ninguna de las dos polaridades, y la secuencia del 
oligonucleótido U que copia cadenas negativas, y posteriormente la reacción de real-
time PCR con los oligonucleótidos A y tag (Figura 4.2.). Se realizaron varios controles 
para asegurar la especificidad de las amplificaciones de RNA de cadena positiva y 
negativa que se describen en Resultados (secciones 5.5.1-4.). 
 
 
Curva estándar de 
cadena positiva 
Moléculas RNA + / µl Curva estándar de 
cadena negativa 
Moléculas RNA - / µl 
pMT28 dilución 10-1 1,8 × 108 3D dilución 10-3 2,2 × 108 
pMT28 dilución 10-2 1,8 × 107 3D dilución 10-4 2,2 × 107 
pMT28 dilución 10-3 1,8 × 106 3D dilución 10-5 2,2 × 106 
pMT28 dilución 10-4 1,8 × 105 3D dilución 10-6 2,2 × 105 
pMT28 dilución 10-5 1,8 × 104 3D dilución 10-7 2,2 × 104 
pMT28 dilución 10-6 1,8 × 103 3D dilución 10-8 2,2 × 103 
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    * Cuantificación de moléculas RNA + :                   * Cuantificación de moléculas RNA - : 
 
                                                   RNA +                                                                 RNA + 










                  
                  Curva patrón Light Cycler:                                    Curva patrón Light Cycler: 
























Oligonucleótido A: copia cadena + 
PCR cuantitativa 
a tiempo real  
Oligonucleótidos A + U 
RT  
Oligonucleótido U-tag: copia cadena - 
PCR cuantitativa  
a tiempo real  
Oligonucleótidos A + tag 
A 
Figura 4.2. Representación esquemática de la estrategia de cuantificación de moléculas de RNA 
positivas y negativas. Para cuantificar cadenas positivas se llevó a cabo la reacción de RT a 55º C 
empleando el oligonucleótido A, que copia cadenas positivas, y posteriormente la reacción de real-
time PCR a una temperatura de hibridación de 60º C utilizando los oligonucleótidos A y U. En el caso 
de la cuantificación de cadenas negativas, la reacción de RT se realizó a 55º C empleando el 
oligonucleótido U-tag (oligonucleótido U marcado con un “tag”), que copia cadenas negativas, y 
posteriormente la reacción PCR a tiempo real a una temperatura de hibridación de 60º C con los 
oligonucleótidos A y tag. 
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4.11.- Clonaje molecular 
 
4.11.1.- Mutagénesis dirigida en un clon infeccioso de VFA 
 
Las construcciones se hicieron tomando como genoma de partida el plásmido 
pMT28. Las mutaciones correspondientes a los 3 cambios de aminoácido en la proteína 
2C fueron introducidas por mutagénesis dirigida en el pMT28 por PCR utilizando 
pMT28 como molde (Figura 4.3.). Para introducir la mutación Ser80→Asn se diseñaron 
los oligonucleótidos mutSNu y mutSNd, para la mutación Thr256→Ala se diseñaron 
mutTAu y mutTAd, y para la mutación Gln263→His se diseñaron mutQHu y mutQHd, 
que presentaban el cambio de nucleótido necesario (Tabla 4.1.). Las amplificaciones de 
la región que codifica para 2C, e incluye cada una de las mutaciones, se realizaron con 
la DNA polimerasa termoestable EHF (Expand High Fidelity) (Roche) empleando el 
oligonucleótido correspondiente de los mencionados anteriormente y otro 
oligonucleótido externo, 3CD1 ó 3R2New, tal como se muestra en la Tabla 4.4. En el 
caso de la mutación Ser80→Asn se empleó la pareja de oligonucleótidos mutSNu y 
3R2New para obtener el fragmento A, y la pareja 3CD1 y mutSNd para obtener el 
fragmento B. En el caso de la mutación Thr256→Ala se empleó la pareja de 
oligonucleótidos mutTAu y 3R2New para obtener el fragmento A, y la pareja 3CD1 y 
mutTAd para obtener el fragmento B. En el caso de la mutación Gln263→His se 
empleó la pareja de oligonucleótidos mutQHu y 3R2New para obtener el fragmento A, 
y la pareja 3CD1 y mutQHd para obtener el fragmento B. Los fragmentos A y B 
obtenidos para cada una de las mutaciones fueron purificados mediante filtración a 
través de membranas de Microcon (Millipore) y recombinados en una reacción de PCR 
“shuffling” (Núñez y cols. 2001), utilizando cantidades equimoleculares de dichos 
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Tabla 4.4. Secuencia de los oligonucleótidos empleados para obtener los fragmentos A y B en la 
estrategia de mutagénesis dirigida empleada. 
Cambio 
 de aminoácido a 
 
Fragmento A b 
 
Fragmento B c 
 
Orientación d 
Ser80→Asn mutSNu 3R2New s 
 3CD1 mutSNd a 
Thr256→Ala mutTAu 3R2New s 
 3CD1 mutTAd a 
Gln263→His mutQHu 3R2New s 
 3CD1 mutQHd a 
 
a Cambio de aminoácido introducido mediante mutagénesis dirigida en la región que codifica para la 
proteína 2C. 
b Oligonucleótidos empleados para obtener el fragmento A. 
c Oligonucleótidos empleados para obtener el fragmento B. 
d Orientación del oligonucleótido iniciador: s significa “sentido” (de la misma polaridad que el RNA 
genómico del VFA); a significa “antisentido” (de la polaridad de la cadena negativa del VFA). La 
secuencia de los oligonucleótidos se indica en la Tabla 4.1. 
 
 
Los productos finales, que incluyen la secuencia de 2C con la mutación deseada 
(nucleótido 3171 al 6003), fueron digeridos con Avr II y Rsr II (que cortan en el 
nucleótido 3760 y 5839, respectivamente). El tratamiento del DNA con enzimas de 
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Avr II (3,760)                                                Rsr II (5,839) 
Fragmento B 
Fragmento A 
Ser80→Asn    mutQHd                               3CD1 
   3R2New                                                  mutQHu 
 
Thr256→Ala  
5’                                                                                         3’
 
 
3’                                                                                         5’
Avr II (3,760)                                                Rsr II (5,839) 
mutTAd                                      3CD1 
      3R2New                                    mutTAu 
 Fragmento B 
Fragmento A 
Ser80→Asn 5’                                                                                         3’
 
 
3’                                                                                         5’
Figura 4.3. Representación esquemática de la estrategia de mutagénesis dirigida. Las líneas
azules representan el clon infeccioso empleado como molde [pMT28, en el caso de la parte A; 
pMT28(SN), en el caso de la parte B; pMT28(SN, TA), en el caso de la parte C]; los oligonucleótidos 
empleados para obtener los fragmentos A y B están representados en verde y naranja, 
respectivamente; el cambio de nucleótido necesario para obtener la mutación está representado por un 
punto rojo. La parte A representa la estrategia empleada para obtener los mutantes simples 
[pMT28(SN), pMT28(TA) y pMT28(QH)]. Los oligonucleótidos mut d y mut u presentan el cambio 
de nucleótido necesario en cada caso (mutSNd y mutSNu para introducir la mutación Ser80→Asn; 
mutTAd y mutTAu para introducir la mutación Thr256→Ala; mutQHd y mutQHu para introducir la 
mutación Gln263→His). La parte B representa la estrategia empleada para obtener el doble mutante 
pMT28(SN, TA). La parte C representa la estrategia empleada para obtener el triple mutante 
pMT28(SN, TA, QH). Los fragmentos A y B obtenidos (con el cambio de nucleótido deseado) fueron 
recombinados en una reacción de PCR “shuffling” empleando los oligonucleótidos 3CD1 y 3R2New. 
El producto final, que incluye la secuencia de 2C con la mutación deseada (nucleótido 3171 al 6003), 
fue digerido con Avr II y Rsr II (que cortan en el nucleótido 3760 y 5839, respectivamente). 
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Los fragmentos de DNA obtenidos se purificaron como se describe en la sección 
4.9. y se ligaron al plásmido pMT28, previamente digerido Avr II y Rsr II , empleando 
la T4 DNA ligasa (Roche). Para impedir la religación del vector, previamente se 
eliminó el grupo 5’ fosfato de los extremos del vector por tratamiento con fosfatasa 
alcalina (USB). Los clones infecciosos obtenidos fueron denominados pMT28(SN) 
(portador de la mutación Ser80→Asn), pMT28(TA) (portador de la mutación 
Thr256→Ala) y pMT28(QH) (portador de la mutación Gln263→His). 
 
 Para obtener el triple mutante [pMT28(SN, TA, QH)] con las 3 mutaciones en la 
proteína 2C se llevó a cabo la misma estrategia de mutagénesis dirigida por PCR 
descrita anteriormente con algunas variaciones: primero, se creó un clon infeccioso 
doble mutante [pMT28(SN, TA)] empleando como molde, en lugar del clon infeccioso 
pMT28, el clon infeccioso pMT28(SN) con la mutación Ser80→Asn y los 
oligonucleótidos diseñados para obtener la mutación Thr256→Ala (mutTAu y 
mutTAd). De esta forma se obtuvo un clon infeccioso doble mutante portador de las 
mutaciones Ser80→Asn y Thr256→Ala. Por último, se utilizó este clon infeccioso 
pMT28(SN, TA) como molde y los oligonucleótidos diseñados para introducir la 
mutación Gln263→His (mutQHu y mutQHd), obteniendo como resultado el clon 
infeccioso triple mutante deseado [pMT28(SN, TA, QH)]. 
 
Los productos de ligación se clonaron en células competentes de E. coli DH5α 
(Woodcock y cols. 1988) y las colonias de bacterias se aislaron en placas Petri con 
medio Luria-Bertani (LB) (Sambrook y Russell 2001) conteniendo ampicilina (100 
µg/ml, Sigma). Se tomaron bacterias de la placa Petri, se cultivaron durante toda la 
noche en medio LB más ampicilina (100 µg/ml) y se extrajo de ellas el DNA plasmídico 
con el kit Wizard SV Minipreps (Promega). 
  
4.11.2.- Clonaje molecular para obtener clones infecciosos quiméricos  
 
Las construcciones se hicieron tomando como genoma de partida el plásmido 
pMT28. Se construyeron plásmidos quiméricos sustituyendo distintas regiones del 
pMT28 por la secuencia correspondiente de H595 (los virus quiméricos obtenidos se 
representan en la Figura 4.1.). 
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Las amplificaciones a partir del RNA de H595 se realizaron utilizando las 
siguientes parejas de oligonucleótidos (Tabla 4.1.): NR2 y JH2 [clon infeccioso 
quimérico pMT28/H595 (436-2046)]; 2R1New y pU [clon infeccioso quimérico 
pMT28/H595 (2046-3760)]; 3R2New y 3CD1 [clon infeccioso quimérico pMT28/H595 
(3760-5839)]; y 5531wtnew y C-Not-Pol [clon infeccioso quimérico pMT28/H595 
(5839-7427)]. La reacción de transcripción inversa del RNA vírico se realizó con la RT 
Transcriptor (Roche), y las reacciones de PCR se realizaron con la DNA polimerasa 
EHF (Expand High Fidelity) (Roche). Los productos de PCR y el plásmido pMT28 se 
digirieron con las siguientes enzimas de restricción: Hpa I y Xba I, que cortan en las 
posiciones 436 y 2046 respectivamente [clon infeccioso quimérico pMT28/H595 (436-
2046)]; Xba I y Avr II, que cortan en las posiciones 2046 y 3760 respectivamente [clon 
infeccioso quimérico pMT28/H595 (2046-3760)]; Avr II y Rsr II, que cortan en las 
posiciones 3760 y 5839 respectivamente [clon infeccioso quimérico pMT28/H595 
(3760-5839)]; y Rsr II y Bam HI, que cortan en las posiciones 5839 y 7427 
respectivamente [clon infeccioso quimérico pMT28/H595 (5839-7427)]. Los productos 
de digestión se purificaron como se describe en la sección 4.9., y se ligaron al plásmido 
pMT28 empleando la T4 DNA ligasa (Roche). 
 
El clon infeccioso quimérico pMT28/H595 (436-3760) se obtuvo empleando la 
misma estrategia que para obtener el plásmido pMT28/H595 (436-2046) pero tomando 
como plásmido de partida el pMT28/H595 (2046-3760) en lugar de pMT28. El clon 
infeccioso quimérico pMT28/H595 (3760-7427) se obtuvo empleando la misma 
estrategia que para obtener el plásmido pMT28/H595 (5839-7427)  pero tomando como 
plásmido de partida el pMT28/H595 (3760-5838) en lugar de pMT28. El clon infeccioso 
quimérico pMT28/H595 (436-7427) se obtuvo en dos pasos: primero se creó el plásmido 
pMT28/H595 (2046-7427) empleando la misma estrategia que para obtener el plásmido 
pMT28/H595 (2046-3760)  pero tomando como plásmido de partida el pMT28/H595 
(3760-7427) en lugar de pMT28; luego se obtuvo el pMT28/H595 (436-7427) 
empleando la misma estrategia que para obtener el plásmido pMT28/H595 (436-2046)  
pero tomando como plásmido de partida el pMT28/H595 (2046-7427) en lugar de 
pMT28. Por último se introdujo la secuencia “wild-type” correspondiente a la región 
codificante de las proteínas 2C y 3A en el clon infeccioso quimérico pMT28/H595 (436-
7427) [H595/2C-3A(pMT28)] digiriendo pMT28 (para obtener un inserto con la 
secuencia de 2C y 3A “wild-type”) y el plásmido pMT28/H595 (436-7427) con las 
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enzimas de restricción Bgl II y Rsr II, que cortan en los nucleótidos 4201 y 5839, 
respectivamente. Los productos de digestión se purificaron como se describe en la 
sección 4.9. y se ligaron al plásmido correspondiente en cada caso empleando la T4 
DNA ligasa (Roche). 
 
Los productos de ligación se clonaron en células competentes de E. coli DH5α 
(Sambrook y Russell 2001) y el DNA plasmídico fue extraído y purificado con el kit 
Wizard SV Minipreps (Promega). 
 
4.11.3.- Clonaje molecular para obtener un RNA correspondiente a la región 
3D del VFA de polaridad negativa  
 
 Se amplificó la región codificante de la proteína 3D de C-S8c1 mediante PCR 
con la DNA polimerasa EHF (Expand High Fidelity) (Roche), empleando como molde 
el clon infeccioso pMT28 y los oligonucleótidos A2Sac I y ED6EcoRI (Tabla 4.1.). Se 
purificó el fragmento obtenido como se describe en la sección 4.9. y se llevó a cabo una 
reacción de “tailing” en un volumen final de 10 µl empleando 5 µl (25 ng) del DNA, 1 
µl del tampón de la enzima Ampli-Taq polimerasa (Perkin Elmer), 0,6 µl de MgCl2 25 
mM, 2 µl de dATP 1mM, 0,4 µl de agua milli Q estéril y 5U de Ampli-Taq polimerasa 
(Perkin Elmer) en 1 µl. La mezcla se incubó a 70º C durante 30 minutos. El producto de 
la reacción de “tailing” se ligó al vector pGEM-T Easy (Promega).  
 
Los productos de ligación se clonaron en células competentes de E. coli DH5α 
(Woodcock y cols. 1988) y las colonias de bacterias se aislaron en placas Petri con 
medio LB (Sambrook y Russell 2001) conteniendo ampicilina (100 µg/ml, Sigma), 
IPTG (400 µg/ml, Sigma) y X-gal (400 µg/ml, Sigma). El vector pGEM-T Easy incluye 
una secuencia codificante para resistencia a ampicilina y otra del gen lacZ que permite 
la selección por color en presencia de X-gal e ITPG (Sambrook y Russell 2001). Se 
tomaron bacterias de las colonias seleccionadas de la placa Petri y se cultivaron durante 
toda la noche en medio LB más ampicilina (100 µg/ml). A continuación, se extrajo de 
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Para obtener un transcrito de polaridad negativa (3’→5’), se digirió el vector con 
la enzima de restricción Nde I, se purificó como se describe en la sección 4.9. y se 
realizó la transcripción con la enzima T7 RNA polimerasa (Promega) (sección 4.12.). 
Debido a la posición del promotor de la T7 RNA polimerasa en el vector pGEM-T Easy 
(Promega) y el punto de corte de la enzima de restricción Nde I en dicho vector, la 
polaridad del RNA transcrito de la región 3D es 3’→5’. Este RNA transcrito de 
polaridad negativa se digirió con la enzima RQ1 DNAsa (Promega) y por último se 
purificó el RNA con el kit RNAeasy (Qiagen). 
 
4.12.- Transcripción de plásmidos  
 
 El DNA de los clones infecciosos fue linearizado por digestión con Nde I. Los 
procedimientos para la transcripción in vitro ya han sido descritos detalladamente en 
Baranowski y cols. (1998). La concentración de RNA obtenida se estimó mediante 
electroforesis en geles de agarosa y tinción con bromuro de etidio por comparación con 
cantidades conocidas de RNA ribosómico.  
 
4.13.- Transfección de células BHK-21 
 
 Se transfectaron células BHK-21 subconfluentes (70% confluentes) con RNA 
viral y lipofectina (Gibco) (Sambrook y Russell 2001). Los virus recogidos del 
sobrenadante de las células transfectadas a las 72 horas post-transfección se 
multiplicaron mediante dos pases en células BHK-21 (4 × 106 células) con 200 µl de 
sobrenadante. Se extrajo RNA del virus procedente del último pase y las regiones 
genómicas correspondientes fueron amplificadas y secuenciadas para comprobar la 
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4.14.- Secuenciación de DNA 
 
Para la secuenciación automática del DNA se empleó el Big Dye Terminator 
Cycle Sequencing Kit (Abi Prism; Perkin Elmer) y el secuenciador automático ABI373, 
tal como se ha descrito previamente (Sierra 2001; Pariente y cols. 2003) El análisis de 
secuencias se llevó a cabo con el paquete DNA Star 4.0 (Lasergene), GeneDoc, y los 
programas del GCC (Universidad de Wisconsin). Cada secuencia se determinó con al 
menos dos reacciones independientes de secuenciación. Los oligonucleótidos 
empleados para la secuenciación de DNA se detallan en la Tabla 4.1. 
 
4.15.- Tratamiento de las células R con ribavirina 
 
Las células R fueron tratadas durante 72 horas con el agente antiviral ribavirina 
(Rb) a una concentración de 150 µg/ml. Después de este tratamiento, se lavaron las 
células con medio DMEM y se subcultivaron tres veces en ausencia de Rb (de la Torre 
y cols. 1987). Para preparar los medios de cultivo con el agente antiviral se partió de 
una disolución de Rb en PBS (50 mM) esterilizada por filtración y guardada a -70º C y 
se diluyó en medio DMEM con 5% de suero bovino fetal (Gibco) para obtener la 
concentración deseada. 
La Rb fue amablemente cedida por el Dr. Juan Carlos de la Torre (Scripps 
Institute, La Jolla, California, USA). 
 
 4.16.- Análisis de los niveles intracelulares de NTPs en células BHK-21 y 
células R 
 
 La cuantificación de los niveles de NTPs intracelulares se realizó mediante 
cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) según el protocolo descrito por 
Pogolotti y Santi con pequeñas modificaciones (Pogolotti y Santi 1982). Se lavaron 
entre 2 y 4 × 106 células BHK-21 con PBS frío, seguidamente se trataron con 300 µl de 
ácido tricloroacético (TCA) 0,6 M  frío (Carlo Erba Reagenti), y se incubaron en hielo 
10 minutos. Se recogieron los 300 µl y se les añadió 240 µl de 1,1,2-
triclorotrifluoroetano (Sigma) y 60 µl de tri-n-octylamine (Sigma). Se agitó la mezcla 
10 s en el vórtex y se centrifugó durante 30 s a 12000 g y 4º C. La fase superior se 
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transfirió a otro tubo e inmediatamente se guardó a –80° C. Las muestras fueron 
analizadas inmediatamente después de ser descongeladas, y se calculó la proporción 
ATP:ADP, que estuvo siempre por encima de 20, indicando una pérdida mínima del 
fosfato terminal del ATP durante la preparación de la muestra. 
 
La cuantificación de NTPs fue realizada en un aparato Äkta FPLC estándar 
empleando una columna Partisil 10 SAX (“Strong Anion eXchanger”) de 4,6 x 250 mm 
de longitud (Whatman) y una precolumna Partisil 10 SAX de 4,6 x 30 mm de longitud 
(Phenomenex). Tras lavar la columna con 18 ml de tampón A (7 mM NH4H2PO4, pH 
3,8), los nucleótidos fueron eluidos con un gradiente lineal preparado con 45 ml de 
tampón A (sección 4.18.) y 45 ml de tampón B (sección 4.18.), seguido de un lavado 
final con 30 ml de tampón B (Pogolotti y Santi 1982). La velocidad de flujo a través de 
la columna fue de entre 0,65 y 0,82 ml/min y se midió la absorbancia del eluido a 254 
nm de forma continua.  
 
Los cromatogramas fueron analizados usando el programa Unicorn 3.00 
(Amersham Pharmacia Biotech). Los picos de ATP, CTP, GTP y UTP fueron 
identificados por comparación con el tiempo de retención observado con soluciones 
comerciales de nucleótidos. Las concentraciones de todos los nucleótidos se calcularon 
a partir de curvas estándar obtenidas tras analizar, en las mismas condiciones que las 
muestras, cantidades conocidas de los distintos NTPs comerciales. El pico de NAD fue 
proporcional al número de células a partir de las cuales se extrajo la muestra, fue muy 
reproducible y bien aislado en el cromatograma. Para corregir las fluctuaciones en el 
número de células, el tamaño de los picos fue normalizado con el pico de NAD de cada 
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4.17.- Determinación de la eficacia biológica relativa (“fitness”) de H50 y 
VR100 
 
La eficacia biológica relativa de estos virus se determinó mediante experimentos 
de competición en pases seriados entre el virus problema y un virus de referencia 
(Holland y cols. 1991). En la determinación de la eficacia biológica del VFA VR100 se 
usó como referencia el virus C922 p50 (Escarmís y cols. 1999), que tiene una eficacia 
biológica semejante a la del clon C-S8c1 y en la determinación de la eficacia biológica 
del clon H50 se usó como referencia el virus C922 p150 (Escarmís y cols. 1999), que 
tiene una eficacia biológica 8,5 veces superior a la del C-S8c1. Se infectaron monocapas 
de células BHK-21 a una m.d.i. de 0.1 PFUs (o 100 partículas virales por célula) con 
mezclas del virus problema y el virus de referencia en proporciones conocidas y en las 
condiciones descritas en la sección 4.3.1. Cuando el e.c.p. fue completo se recogió el 
sobrenadante de infección, se diluyó 10 veces y se infectó con él una nueva monocapa 
de células BHK-21. El proceso se repitió hasta un total de 4 infecciones sucesivas 
(pases). A continuación se extrajo el RNA viral del inóculo inicial y del sobrenadante de 
infección de cada uno de los pases. La región codificante de 3A-3C de estos RNAs 
virales se amplificó por RT-PCR cuantitativa a tiempo real ("Light-Cycler") (descrito en 
la sección 4.10.1.) con la pareja de oligonucleótidos 5531wtnew-3CD1 (que cuantifica 
específicamente el virus problema presente en la mezcla) y 5531C922new-3CD1 (que 
cuantifica específicamente el virus de referencia presente en la mezcla, C922 p50 o C922 
p150) (oligonucleótidos descritos en la Tabla 4.1) y se calculó la proporción de los dos 
virus en la mezcla. La representación del logaritmo de la proporción de los dos genomas 
que compiten frente al número de pases nos da el vector de eficacia biológica (Holland 
y cols. 1991; Duarte y cols. 1992; Escarmís y cols. 1996, 1999). Los vectores de 
eficacia biológica obtenidos para VR100 y H50 corresponden a las ecuaciones y = 
0,1784e1,2362x  e y = 0,0206e1,1074x, respectivamente (Figura 4.4.). El antilogaritmo de la 
pendiente del vector se toma como la eficacia biológica del virus problema relativa a la 
del virus de referencia. Así, el valor de eficacia biológica de VR100 fue de 3,4 veces 
respecto al virus C922 p50, y por tanto, de 3,4 veces respecto al C-S8c1. El valor de 
eficacia biológica de H50 fue de 3,0 veces respecto al virus C922 p150, y por tanto, de 
aproximadamente 26 veces respecto al C-S8c1 (Figura 4.4.). 
 

















4.18.- Disoluciones y tampones 
 
• Disolución de Tripsina: 0,5 mg/ml tripsina (Sigma); 0,016 % EDTA (Merck); 0,001 
% rojo fenol (Merck), diluidos en PBS. 
• PBS (solución salina tamponada con fosfato): 137 mM NaCl (Merck); 2,7 mM KCl 
(Merck); 1,5 mM Na2HPO4 (Merck). 
• Tampón A de cromatografía de afinidad: 7 mM NH4H2PO4 pH 3,8 (Fluka). 
• Tampón B de cromatografía de afinidad: 250 mM NH4H2PO4 pH 4,5 (Fluka); 500 
mM KCl (Fluka). 
• Tampón fosfato pH 6,0: 12 mM HNa2PO4 (Merck); 88 mM H2NaPO4 (Merck). 



























Figura 4.4. Vectores de eficacia 
biológica de VR100 y H50.  
A: Vector de eficacia biológica del 
VFA VR100, relativa al virus de 
referencia  C922 p50, que tiene una 
eficacia relativa a C-S8c1 de 1 
(Escarmís y cols. 1999).  
B: Vector de eficacia biológica del 
VFA H50, relativa a  C922 p150, que 
tiene una eficacia relativa a C-S8c1 
de 8,5 (Escarmís y cols. 1999). Se 
indican las ecuaciones obtenidas y el 































































5.1.- Establecimiento de dos nuevas líneas celulares independientes 
persistentemente infectadas por VFA 
 
En  nuestro laboratorio se puso a punto un sistema modelo de persistencia del 
VFA en cultivos de células BHK-21 (de la Torre y cols. 1985, 1988; Díaz  y cols. 1990; 
Martín-Hernández y cols. 1994). La observación de una proporción de células BHK-21 
o IBRS-2, estimada en  10-3 a 10-4, que sobreviven a una infección lítica por el VFA, 
facilitó el establecimiento de cultivos de células BHK-21 persistentemente infectadas 
con virus C-S8c1 (de la Torre y cols. 1985), definiéndose una coevolución del sistema 
virus-célula durante la persistencia. Este sistema modelo de persistencia de VFA ha sido 
estudiado con detalle en nuestro laboratorio (de la Torre y cols. 1985, 1988, 1989a, b; 
Díez y cols. 1989; Martín Hernández y cols. 1994; Sáiz y Domingo 1996).  
En la primera parte de esta Tesis Doctoral se establecieron dos nuevas líneas 
celulares independientes de BHK-21 persistentemente infectadas  con C-S8c1, con el 
objetivo de caracterizar, mediante las técnicas de las que se dispone en la actualidad, la 
dinámica del RNA viral intracelular y extracelular durante la persistencia y estudiar si 
se repite la coevolución del virus y las células observadas anteriormente en un proceso 
evolutivo independiente, iniciado con los mismos componentes celulares y víricos, en el 
mismo ambiente. 
 Para ello se infectaron monocapas confluentes de BHK-21 con C-S8c1 a una 
multiplicidad de infección (m.d.i.) de 0,1 unidades formadoras de placa (UFPs)/célula 
(Figura 5.1.). A las 24 horas postinfección  (h.p.i.) se observó un efecto citopático 
(e.c.p.) generalizado caracterizado por redondeamiento y desprendimiento masivo de 
células. Sin embargo, algunas células permanecieron adheridas a la superficie de la 
placa. A las 48 h.p.i. se lavaron las monocapas de células y se les suministró medio 
DMEM suplementado con 5% de suero bovino fetal. El índice de supervivencia celular 
observado, al igual que en trabajos anteriores (de la Torre y cols. 1985), fue estimado en 
10-3. El medio se renovó cada 3-4 días para facilitar el crecimiento celular hasta obtener 
monocapas confluentes. Las monocapas se infectaron por segunda vez a una m.d.i. de 
0,1 UFPs/célula. A las 24 horas de observarse e.c.p. se lavaron las células y se 
suministró medio DMEM suplementado con 5% de suero bovino fetal hasta formarse 
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una nueva monocapa. Una vez establecidas estas líneas celulares independientes BHK-
RB y BHK-RD (denominadas células RB y RD), las células pudieron ser pasadas, 
congeladas, descongeladas y subcultivadas nuevamente, siguiendo los procedimientos 
habituales (de la Torre y cols. 1985). El tratamiento de las células R con el agente 
antiviral ribavirina (Rb) (1-β-D ribofuranosil-1, 2, 4, -triazol-3-carboxamida) (de la 
Torre y cols. 1987) permite eliminar el virus de las mismas, manteniendo la viabilidad 
celular. Las células tratadas con Rb y de las que se ha eliminado el virus reciben el 
nombre de células R curadas con Rb (células R-Rb). 
En esta Tesis Doctoral se ha alcanzado el pase 100 en ambas líneas celulares con 
el objetivo de analizar los cambios fenotípicos y genotípicos de las células R y los virus 

















            C-S8c1                        C-S8c1                         50 pases                       50 pases 
        0,1 UFPs/cel               0,1 UFPs/cel 
   BHK-21c1                                                 Células R                      RB50                        RB100  
                                                                      Línea RB 
   BHK-21c1                                                 Células R                      RD50                        RD100  
                                                                      Línea RD 
      RB100-Rb
Figura 5.1. Establecimiento de dos líneas celulares independientes (denominadas línea RB y 
línea RD)  persistentemente infectadas por C-S8c1. Las circunferencias azules representan las 
monocapas confluentes de BHK-21. Las circunferencias amarillas representan células BHK-21 que 
han sobrevivido a la infección con C-S8c1 y son capaces de formar una nueva monocapa. Las 
circunferencias naranjas representan las células R persistentemente infectadas por C-S8c1, que han 
sido pasadas hasta 100 veces (RB100 y RD100). Las circunferencias blancas representan las células 
R curadas mediante tratamiento con el agente antiviral ribavirina (RB100-Rb y RD100-Rb). 
            C-S8c1                        C-S8c1                         50 pases                       50 pases 
        0,1 UFPs/cel               0,1 UFPs/cel 
   BHK-21c1                                                 Células R                      RD50                        RD100  
                                                                      Línea RD 
      RD100-Rb
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5.2.- Crisis de efecto citopático de las células R 
 
Tras alcanzar la confluencia, en ocasiones las monocapas de células R mostraron 
crisis de e.c.p., con masiva muerte celular e incremento del título del virus en el medio 
de cultivo. Este fenómeno ya había sido descrito en trabajos previos de nuestro 
laboratorio (de la Torre y cols. 1985). Las crisis se minimizaron subcultivando las 
células justo al alcanzar la confluencia, con el fin de evitar la fuerte selección de 
subpoblaciones celulares a lo largo de los pases. A pesar de ello, no se puede descartar 
que la muerte celular en crisis poco aparentes contribuya a la evolución celular en el 
curso de la persistencia. 
 En general, las crisis de e.c.p. se observaron menos frecuentemente a medida 
que aumentó el número de pase de las células. Aunque en determinados momentos, 
como el pase 45, en el que se observa un incremento tanto de infectividad como de 
moléculas de RNA viral intra y extracelulares, estas crisis de e.c.p. se acentúan. Estas 
observaciones sugieren que una parada de la división celular en las monocapas 
confluentes puede contribuir a inducir la entrada del sistema en infección lítica. 
  
5.3.- Alteraciones morfológicas y de crecimiento de las células R 
 
5.3.1.- Cambios morfológicos en las células R 
 
A lo largo de los diferentes pases de las células R se puede observar un cambio 
en la  morfología celular respecto a las células BHK-21 parentales (Figura 5.2.) (de la 
Torre y cols. 1988). Esta alteración celular no puede atribuirse simplemente al hecho de 
pasar seriadamente las células, ya que células BHK-21 pasadas seriadamente hasta 50 
veces presentan el mismo aspecto fusiforme que las BHK-21 iniciales. Las diferencias 
morfológicas más significativas que se pueden apreciar mediante microscopía óptica 
son: 
 
1. Morfología redondeada de las células R. Contrariamente a las células BHK-21, las 
células R van adquiriendo con los pases una morfología más redondeada. 
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2. Distribución celular en la monocapa. Las células BHK-21 se disponen en haces 
alargados manteniendo una distribución ordenada característica, mientras que las 















Las células R curadas con Rb recuperan la morfología típica de las BHK-21 
iniciales  en distinto grado, en función del número de pase de persistencia. Células R  
curadas con Rb en pases tempranos presentan una morfología prácticamente 
indistinguible de la de células BHK-21, en cambio, células R curadas en pases tardíos 
presentan una morfología intermedia entre la que corresponda al pase de persistencia del 
que procede y la de células BHK-21. Esta observación sugiere la selección de 
subpoblaciones celulares morfológicamente distintas de las parentales.  
Células BHK-21                                        Células R20                                         Células R100 







                                                                  Células R20-Rb                                Células R100-Rb 
Figura 5.2. Evolución de la morfología de las células R. Uno de los cambios fenotípicos que 
adquieren las células R a medida que aumenta el número de pase es la morfología redondeada en 
lugar de la morfología fusiforme inicial. Células R-Rb de pases tempranos presentan una morfología 
prácticamente indistinguible de la de células BHK-21. Células R-Rb de pases tardíos presentan una 
morfología intermedia entre la que corresponda al pase de persistencia del que procede y la de células 
BHK-21. 
      Células BHK-21                                                                           Células R100         
                                                                                                                            Resultados 
 65
5.3.2.- Aumento del índice de crecimiento y disminución de la inhibición por 
contacto 
 
A lo largo de la persistencia  con el VFA se seleccionan  células de crecimiento 
más rápido que las parentales. La Figura 5.3. muestra las curvas de crecimiento  de 
células BHK-21 (pase 25) y células R (serie RB y RD) de los pases 2, 45 y 100. Se 
sembraron 105 células de cada muestra en placas p35 (número estimado por contaje con 
hemocitómetro). Tras 12 horas (para permitir que las células se adhieran a la superficie 
de la placa) se determinó el número de células al que se asigna el tiempo cero. En cada 
punto (12, 18, 24, 36, 42, 48, 60 y 72 horas post-siembra) se determinó el número de 
células relativo al tiempo cero. Las células RB2 y RD2 tienen un comportamiento muy 
parecido al de células BHK-21; en cambio, a medida que aumenta el número de pase 
también lo hace el índice de crecimiento celular, como muestran las curvas de 
crecimiento de células RB y RD de los pases 45 y 100.  Dichas curvas sugieren también 




















Figura 5.3. Curvas de crecimiento 
de células BHK-21, células RB y 
RD de los pases 2, 45 y 100. Las 
partes A y B de la figura representan 
las curvas de crecimiento  de células 
BHK-21 y células R de las series B 
y D, respectivamente. El número 
relativo de células corresponde al 
cociente entre el número de células 
obtenido en cada tiempo y el 
obtenido a tiempo 0 (12 horas post-
siembra). El número de células de 
cada punto se determinó por 
duplicado mediante contaje con el 
hemocitómetro. La figura representa 











































5.4.- Evolución de la infectividad durante la persistencia 
 
Para estudiar la evolución de la carga viral durante la persistencia, se determinó 
la infectividad extracelular (UFPs en el medio de cultivo de ambas líneas celulares), e 
intracelular (UFPs intracelulares), mediante ensayos de plaqueo en medio de agar 
semisólido en células BHK-21, a lo largo de cien pases de las dos nuevas líneas de 
persistencia. Se recogieron muestras de células R en confluencia que no presentaban 
entrada en crisis de efecto citopático y del medio de cultivo de dichas células. 
La Figura 5.4. representa las UFPs totales en el medio de cultivo de cada placa 
p100 (aproximadamente 6 × 106 células en 15 ml de medio de cultivo) (UFPs ec/p100) 
de células R confluentes, y las UFPs intracelulares correspondientes también a una 
placa p100 confluente de células R (UFPs ic/p100).  
 
 














   Serie RB                                           Serie RD 
Figura 5.4. Evolución de la infectividad de virus extracelular e intracelular durante persistencia 
del VFA en células BHK-21. Las partes A y B representan la infectividad en las líneas RB y RD, 
respectivamente. La línea azul representa las UFPs intracelulares correspondientes a 6 × 106 células R 
(placa p100 confluente). La línea rosa representa las UFPs extracelulares correspondientes a los 15 ml 
de medio de cultivo de 6 × 106 células R (placa p100 confluente). El límite de detección de la 
infectividad de las muestras fue de 7 UFPs/ml. Las determinaciones se hicieron por duplicado. Los 
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En ambas líneas celulares, líneas RB y RD, la evolución de la infectividad intra 
y extracelular fue muy similar. Se detectó VFA con un título elevado durante los 25 
primeros pases, y, sorprendentemente, en el pase 30 de ambas líneas celulares se 
observa una pérdida paralela de infectividad de virus intra y extracelular, que se 
recupera en el pase 40 (virus intracelular) y pase 45 (virus extracelular). El pico de 
infectividad se corresponde con un incremento de crisis de e.c.p. observado en el pase 
45. Sin embargo, la infectividad vuelve a ser indetectable mediante ensayos de plaqueo 
en medio de agar semisólido hasta el pase 100. 
 
5.5.- Evolución de la proporción de moléculas de RNA vírico de polaridad 
positiva y negativa durante la persistencia 
 
5.5.1.- Diseño de la estrategia de cuantificación de moléculas de RNA específico 
de banda 
 
La cuantificación de moléculas de RNA de polaridad positiva y polaridad 
negativa del VFA se realizó mediante PCR cuantitativa a tiempo real con el aparato 
“Light Cycler” (Roche), tras un paso previo de RT tal como se describe en Materiales y 
Métodos (sección 4.10.2.). La región amplificada fue 3D (altamente conservada entre 
los distintos serotipos del VFA). El límite de detección de esta RT-PCR cuantitativa es 
1,8 × 102 moléculas de RNA por muestra. 
La cuantificación de RNA de las muestras se determinó por extrapolación de los 
valores de fluorescencia obtenidos en una curva patrón realizada en paralelo con RNA 
de polaridad positiva (RNA transcrito de cadena positiva a partir de pMT28) o negativa 
(RNA transcrito de cadena negativa de la región 3D a partir de pMT28).  
Para comprobar que la cuantificación de cadena  negativa es específica, se 
amplificaron las curvas estándar de cadena positiva y negativa mediante la estrategia de 
amplificación de cadena negativa. Únicamente se obtuvo producto amplificado en el 
caso de la curva estándar de cadena negativa; además, el número de moléculas de RNA 
obtenido se correspondía con el número de moléculas esperado. Por tanto, se puede 




5.5.2.- El RNA celular no interfiere en la cuantificación del RNA vírico 
intracelular  
 
Para comprobar que el RNA celular no interfería en la cuantificación del RNA 
vírico intracelular se hizo una curva de calibrado mediante RT-PCR cuantitativa  a 
tiempo real (Materiales y Métodos, sección 4.10.1.) cuantificando dos tipos de 
muestras: mezclas de cantidades decrecientes de RNA transcrito del cDNA infeccioso 
del VFA, pMT28,  con una cantidad fija de RNA de BHK-21 (3 × 105 células/µl RNA) 
(Tabla 5.1. A), y mezclas de una cantidad fija de RNA de pMT28 (1,8 × 104 moléculas 
RNA/µl) con cantidades variables de RNA celular (Tabla 5.1. B). Este último 
experimento se repitió con mezclas de otras dos cantidades fijas de RNA de pMT28 (1,8 
× 105 moléculas RNA/µl y 1,8 × 103 moléculas RNA/µl) y cantidades variables de RNA 
celular, sin observarse modificación de las cuantificaciones de RNA vírico (resultados 
no mostrados). 
En todos los casos el número de moléculas de RNA viral obtenido se 
corresponde con el número de moléculas esperado, por lo que podemos concluir que el 
RNA de BHK-21 no interfiere en la cuantificación del RNA viral intracelular.  
 
 




viral ic/µl esperadas 
Moléculas RNA 
viral ic/µl obtenidas 
pMT28 dilución 10 –2  1,8 × 107 2,5 × 107 
pMT28 dilución 10 –3  1,8 × 106 2,0 × 106 
pMT28 dilución 10 –4  1,8 × 105 1,4 × 105 
pMT28 dilución 10 –5  1,8 × 104 9,3 × 103 
pMT28 dilución 10 –6  1,8 × 103 1,6 × 103 
pMT28 dilución 10 –7  1,8 × 102 3,1 × 102 
pMT28 dilución 10 –2 + 1µl RNA BHK-21 1,8 × 107 1,5 × 107 
pMT28 dilución 10 –3 + 1µl RNA BHK-21 1,8 × 106 1,2 × 106 
pMT28 dilución 10 –4 + 1µl RNA BHK-21 1,8 × 105 5,5 × 104 
pMT28 dilución 10 –5 + 1µl RNA BHK-21 1,8 × 104 5,8 × 103 
pMT28 dilución 10 –6 + 1µl RNA BHK-21 1,8 × 103 1,0 × 103 
pMT28 dilución 10 –7 + 1µl RNA BHK-21 1,8 × 102 5,5 × 102 




A: curva patrón. B: mezclas de RNA de pMT28 y RNA celular. Como blanco se empleó RNA de MS2 
10ng/µl (RNA inespecífico).  
 
 
5.5.3.- Ausencia de interferencia de moléculas de RNA positivas en la 
cuantificación del RNA de cadena negativa 
 
Para asegurar que no existe formación de moléculas intermedias de doble banda 
entre cadenas positivas y negativas, que podrían impedir el acceso e hibridación del 
iniciador a la cadena diana durante el paso de RT, se cuantificaron distintas cantidades 
conocidas de moléculas de RNA de cadena negativa (RNA de cadena negativa utilizado 
para determinar la curva estándar) en presencia de 107 moléculas de RNA de cadena 













viral ic/µl esperadas 
Moléculas RNA 
viral ic/µl  obtenidas 
pMT28 dilución 10 –2  1,8 × 107 2,5 × 107 
pMT28 dilución 10 –3  1,8 × 106 2,1 × 106 
pMT28 dilución 10 –4  1,8 × 105 1,3 × 105 
pMT28 dilución 10 –5  1,8 × 104 1,1 × 104 
pMT28 dilución 10 –6  1,8 × 103 1,1 × 103 
pMT28 dilución 10 –7  1,8 × 102 3,9 × 102 
1µl RNA pMT28 dil 10 –5 + 2µl RNA BHK-21 1,8 × 104 2,4 × 103 
1µl RNA pMT28 dil 10 –5 + 1µl RNA BHK-21 1,8 × 104 9,1 × 103 
1µl RNA pMT28 dil 10 –5 + 0,5µl RNA BHK-21 1,8 × 104 1,2 × 104 





Tabla 5.2. Cuantificación de diluciones seriadas de moléculas de RNA de cadena negativa en 
presencia de RNA de cadena positiva (107 moléculas RNA  +/µl). 
 
Se prepararon mezclas de cantidades conocidas de RNA de cadena negativa y una elevada cantidad de 
RNA de cadena positiva (107 moléculas +/µl) y se cuantificaron las moléculas de RNA de cadena 
negativa. Las determinaciones se hicieron por duplicado. La tabla indica los valores medios. En todos los 
casos el número de moléculas obtenido está por encima del control negativo. La especificidad de las 
reacciones de amplificación se comprobó con el análisis de la curva de fusión del DNA amplificado en el 
Light Cycler y mediante electroforesis en gel de agarosa. 
 
 
La cantidad obtenida de moléculas de RNA de cadena negativa de las mezclas 
coincide con la cantidad esperada, por tanto se puede concluir que no se observa efecto 
inhibitorio del RNA de cadena positiva en la cuantificación de RNA de cadena negativa. 
 




Se aplicó el método de cuantificación de cadenas de RNA de polaridad positiva 
y negativa a progenie extracelular de VFA C-S8c1, MARLS y H595 (Tabla 5.3.). Los 






    Muestras  
 Moléculas RNA - / µl      Moléculas RNA + / µl 
Moléculas RNA -/ µl 
esperadas 
Moléculas RNA - / µl 
obtenidas 
2,2 × 108 + 1,8 × 107 2,2 × 108 8,9 × 107 
2,2 × 107 + 1,8 × 107 2,2 × 107 6,7 × 106 
2,2 × 106 + 1,8 × 107 2,2 × 106 1,4 × 106 
2,2 × 105 + 1,8 × 107 2,2 × 105 3,7 × 105 
2,2 × 104 + 1,8 × 107 2,2 × 104 1,5 × 104 
2,2 × 103 + 1,8 × 107 2,2 × 103 1,1 × 103 
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Tabla 5.3. Moléculas de RNA positivas y negativas en el sobrenadante de BHK-21 infectadas con 
VFA. 
 
Moléculas RNA positivas/µl sn Moléculas RNA negativas/µl sn 
C-S8c1 4,1 × 107 6,3 × 104 
MARLS 6,2 × 107 7,5 × 104 
H595 1,8 × 107 5,7 × 104 
 
Número de moléculas de RNA de polaridad positiva y de polaridad negativa por µl de sobrenadante de 
células BHK-21 infectadas con C-S8c1, MARLS ó H595.  Las determinaciones se hicieron por duplicado. 
La tabla indica los valores medios. En todos los casos el número de moléculas obtenido está por encima 
del control negativo. La especificidad de las reacciones de amplificación se comprobó con el análisis de la 
curva de fusión del DNA amplificado en el Light Cycler y mediante electroforesis en gel de agarosa. 
 
 
Se cuantificaron también las moléculas de RNA positivas y negativas de una 
muestra de VFA C-S8 purificado (Tabla 5.4.). La diferencia entre los niveles de cadenas 
positivas y negativas en C-S8 purificado son mayores que en el caso de muestras de 
sobrenadante de células infectadas por el mismo virus, alcanzando casi un exceso de 106 
veces el RNA de polaridad positiva respecto al de polaridad negativa. 
 
 
Tabla 5.4. Moléculas de RNA positivas y negativas de C-S8 purificado. 
 Moléculas RNA positivas/µl sn Moléculas RNA negativas/µl sn 
C-S8 purificado 4,8 × 109 6,1 × 103 
 
El virus se purificó tal como se describe en Domingo y cols. 1980 con las modificaciones detalladas en 
Materiales y Métodos (sección 4.5.). Las determinaciones se hicieron por duplicado. La tabla indica los 
valores medios. En todos los casos el número de moléculas obtenido está por encima del control negativo. 
La especificidad de las reacciones de amplificación se comprobó con el análisis de la curva de fusión del 





5.5.5.- Cuantificación de moléculas de RNA positivas y negativas durante la 
persistencia de VFA en células BHK-21 
 
Una vez completados los controles descritos anteriormente, se determinó el 
número de moléculas de RNA positivas y negativas extracelulares e intracelulares 
durante la persistencia de VFA (Figura 5.5.). En ella se representa el número de 
moléculas de RNA positivas y negativas extracelulares e intracelulares por placa p100 























































































































































































Figura 5.5. Evolución de las moléculas de RNA positivas y negativas extra e intracelulares 
durante la persistencia. Las partes A (serie RB) y B (serie RD) corresponden a la cuantificación de 
moléculas de RNA extracelulares. Las partes C (serie RB) y D (serie RD) corresponden a la 
cuantificación de moléculas de RNA intracelulares. Las líneas morada y verde representan las 
moléculas de RNA positivas y negativas respectivamente correspondientes a 6 × 106 células R (placa 
p100 confluente). Se llevaron a cabo dos reacciones independientes de RT de cada una de las 
muestras y tres reacciones independientes de PCR cuantitativa a tiempo real a partir de cada uno de 
los cDNA. La figura representa los valores medios y las desviaciones estándar. En todos los casos el 
número de moléculas obtenido está por encima del control negativo. La especificidad de las 
reacciones de amplificación se comprobó con el análisis de la curva de fusión del DNA amplificado 
en el Light Cycler y mediante electroforesis en gel de agarosa. 
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Una vez más, la evolución en las dos líneas independientes de persistencia es 
muy paralela. El nivel de moléculas de RNA negativas se mantuvo aproximadamente 
constante a lo largo de los pases, mientras que el de cadenas positivas sufrió grandes 
oscilaciones. 
En la fase inicial de la persistencia el nivel de cadenas positivas de RNA es muy 
superior al de cadenas negativas. Entre el pase 30 y 40 la diferencia disminuye 
considerablemente. Esta caída del número de moléculas de RNA positivas coincide con 
la pérdida de infectividad del virus extracelular en estos pases. En el pase 45 hay un 
pico de moléculas de RNA positivas, que de nuevo se corresponde con un pico de 
infectividad del virus extracelular en este pase. A partir del pase 50 el nivel de cadenas 
negativas extracelulares supera al de positivas, y se mantiene así hasta el pase 100. Se 
puede apreciar que en aquellos pases en los que disminuye drásticamente el número de 
moléculas de RNA positivas, incluso siendo superadas en algunos casos por el nivel de 
cadenas negativas, no se detecta infectividad al realizar ensayos de plaqueo. 
Es posible que la disminución de cadenas de RNA de polaridad positiva refleje 
una de las consecuencias de la coevolución virus-célula, y que el mantenimiento de un 
nivel de moléculas de RNA positivas inferior al de negativas contribuya a la 
persistencia del virus. 
 
5.5.6.- Comprobación del pico de moléculas de RNA de cadena positiva del pase 
45 
 
Para confirmar que el pico de moléculas de RNA positivas del pase 45 no es 
producto del estadío celular en el momento en que se recogieron tanto el virus 
extracelular como el intracelular, es decir, que no se debe a que las muestras virales se 
recogieron justo cuando el sistema estaba a punto de entrar en crisis de efecto 
citopático, se tomaron muestras de sobrenadante y células a distintos grados de 
confluencia: 95%, 100% y ligeramente superior al 100% pero sin llegar a mostrar crisis 
de efecto citopático del pase 45. Se cuantificaron las moléculas de RNA de cadena 
positiva extracelulares e intracelulares de las muestras y se comprobó la existencia de 
un pico de moléculas de RNA en el pase 45 en todas las muestras ensayadas (Figura 
5.6.).  
 





















La diferencia en la cuantificación de moléculas de RNA positivas entre la 
muestra del pase 45 tomada al 95% de confluencia celular y la muestra del pase 45 
ligeramente pasada la confluencia, es mínima. El resultado de la cuantificación es del 
orden de 3-4 logaritmos superior al de los pases 40 y 50 (pases anterior y posterior 
analizados). Por tanto, se puede concluir que el pico observado en el pase 45 
corresponde a un estado replicativo del virus en la célula persistentemente infectada y 

















































RB 45 RD 45
Figura 5.6. Moléculas de RNA de 
cadena positiva extra e 
intracelulares de células R45 (RB 
y RD) a distintos grados de 
confluencia celular. La parte A 
representa las moléculas de RNA de 
cadena positiva extracelulares/µl de 
sobrenadante de células R. La parte
B representa las moléculas de RNA 
de cadena positiva intracelulares/µl 
de células R. Las tres primeras 
columnas corresponden a la serie 
RB (95 % de confluencia, 100% de 
confluencia y ligeramente pasada la 
confluencia sin llegar a observar 
crisis de efecto citopático).  
Las tres siguientes columnas corresponden a la serie RD (95 % de confluencia, 100% de confluencia 
y ligeramente pasada la confluencia sin llegar a observar crisis de efecto citopático). Las 
determinaciones se hicieron por duplicado. Las figuras representan los valores medios. En todos los 
casos el número de moléculas obtenido está por encima del control negativo. La especificidad de las 
reacciones de amplificación se comprobó con el análisis de la curva de fusión del DNA amplificado 
en el Light Cycler y mediante electroforesis en gel de agarosa. 
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5.5.7.- Origen celular o vírico del factor que mantiene el nivel de cadenas 
negativas superior al de positivas 
 
Durante la persistencia, las células hospedadoras se hacen progresivamente más 
resistentes al VFA  y éste, a su vez, más virulento para las células iniciales, lo que 
refleja una coevolución del virus y la célula en este sistema (de la Torre y cols. 1988). 
  Es posible que, como resultado de esta coevolución, el virus tenga alteradas 
regiones de su genoma responsables de regular los niveles de cadena positiva y 
negativa, o que sean las células las causantes de que el nivel de cadenas negativas 
supere al de positivas. 
 
Para determinar si el factor que mantiene el nivel de cadenas negativas superior 
al de positivas es viral o celular se realizaron dos tipos de infecciones: 
 
1. Se infectaron células BHK-21 con virus R extracelular de pases en los que el 
número de las cadenas positivas era superior al de las negativas (pases 15 y 25, 
Figura 5.5.) o viceversa (pases 60 y 90, Figura 5.5.) en ambas series.  
 
2. Se infectaron células R curadas con ribavirina de pases en los que el nivel de 
cadenas negativas en el sobrenadante era superior al de positivas (pases 90 y 100, 
Figura 5.5.) con virus R extracelular de pases en los que las cadenas positivas eran 
superiores a las negativas (pases 5 y 15, Figura 5.5.) o viceversa (pases 60 y 70, 
Figura 5.5.). 
 
Como muestra la Figura 5.7., virus que en persistencia mantienen un 
determinado nivel de cadenas positivas, superior (C-S8c1 y virus R de pases 15 y 25) o 
inferior (pases 60 y 90) al de cadenas negativas, mantienen dicho nivel tras infectar 
BHK-21. Por tanto, el factor responsable de que las cadenas negativas superen a las 
positivas sería viral. Este resultado sugiere que los virus R han evolucionado y se han 
seleccionado variantes capaces de mantener bajo el nivel de cadenas positivas, incluso 





























Por otra parte, cuando se infectan células R curadas con ribavirina, provenientes 
de pases en los que las cadenas de RNA negativas superan a las positivas, con virus que 
en persistencia presentan un nivel de cadenas negativas superior al de positivas (pases 
60 y 70), los virus mantienen dicho nivel tras la infección, incluso parece que aumenta 
ligeramente la relación de cadenas negativas respecto a positivas. En cambio, virus R de 
pases en los que las cadenas positivas son claramente superiores a las negativas (C-S8c1 
y virus R de pases 5 y 15) reducen la diferencia entre el nivel de cadenas positivas y 
negativas, llegando incluso a ser superiores las negativas (serie B, virus B15) (Figura 
5.8.). Por tanto, también existiría un factor celular responsable de que las cadenas 
negativas superen a las positivas.  
Figura 5.7. Determinación del 
número de moléculas de RNA de 
polaridad positiva y negativa en el 
sobrenadante de infecciones de 
células BHK-21 con  C-S8c1 y 
virus R (pases 15, 25, 60 y 90) de 
las series RB y RD.  La  gráfica A 
representa las moléculas de RNA 
positivas y negativas en el 
sobrenadante de células BHK-21 
infectadas con C-S8c1 y virus R de 
la serie B. La gráfica B representa 
las moléculas de RNA positivas y 
negativas en el sobrenadante de 
células BHK-21 infectadas con C-
S8c1 y virus R de la serie D. Las 
barras azules corresponden a las 
moléculas de RNA positivas/µl de 
sobrenadante. 
Las barras moradas corresponden a las moléculas de RNA negativas/µl de sobrenadante.  Las 
determinaciones se hicieron por duplicado. Las figuras indican los valores medios. En todos los casos 
el número de moléculas obtenido está por encima del control negativo. La especificidad de las 
reacciones de amplificación se comprobó con el análisis de la curva de fusión del DNA amplificado 























































































































































Figura 5.8. Determinación del 
número de moléculas de RNA 
positivas y negativas en el 
sobrenadante de infecciones de 
células R-Rb (pases 90 y 100) con 
C-S8c1 y virus R (pases 5, 15, 60 y 
70).  Las  gráficas A y B representan 
las moléculas de RNA positivas y 
negativas en el sobrenadante de 
células RB-Rb 90 y 100, 
respectivamente,  infectadas con C-
S8c1 y virus R de la serie B. Las 
gráficas C y D representan las 
moléculas de RNA positivas y 
negativas en el sobrenadante de 
células RD-Rb 90 y 100, 
respectivamente, infectadas con C-
S8c1 y virus R de la serie D. Las 
barras azules corresponden a las 
moléculas de RNA positivas/µl de 
sobrenadante. Las barras moradas 
corresponden a las moléculas de 
RNA negativas/µl de sobrenadante.
Las determinaciones se hicieron por 
duplicado. Las figuras representan
los valores medios.  
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Estos resultados sugieren que las células R han evolucionado, al igual que los 
virus R, adquiriendo la capacidad de mantener bajo el nivel de cadenas positivas, 
incluso inferior al de negativas. Por tanto, parece que tanto los virus como las células 
son responsables de que el nivel de cadenas negativas sea superior al de positivas, como 
resultado de la coevolución virus-célula que permite la persistencia del virus. 
 
5.5.8.- Cuantificación de moléculas de RNA de polaridad positiva y negativa de 
virus R de los pases 45, 60 y 100 de la anterior infección persistente 
 
Para comprobar si el hecho de que los virus R mantengan el nivel de moléculas 
de RNA de polaridad positiva tan bajo, incluso inferior a las de polaridad negativa, es 
una característica asociada a persistencia que aparece también en los virus R de la 
primera infección persistente establecida en nuestro laboratorio (de la Torre y cols. 
1985), se determinó el número de moléculas de RNA positivas y negativas de los virus 
R (extracelulares e intracelulares) de los pases 45, 60 y 100 de dicha infección 
persistente (Tabla 5.5). 
 
 
Tabla 5.5. Determinación del número de moléculas de RNA positivas y negativas de virus R (pases 
45, 60 y 100) de la primera infección persistente establecida en nuestro laboratorio. 
A.  
 Virus R45 Virus R60 Virus VR100 
Moléculas ec RNA +  1,2 × 107 2,4 × 1010 1,8 × 1010 
Moléculas ec RNA - 1,3 × 105 3,4 × 106 3,5 × 106 
B. 
 Virus R45 Virus R60 Virus VR100 
Moléculas ic RNA + 3,2 × 109 2,4 × 109 2,1 × 109 
Moléculas ic RNA - 2,1 × 106 4,3 × 106 3,7 × 106 
 
Las partes A  y B de la tabla corresponden a la cuantificación de moléculas de RNA extra e intracelulares, 
respectivamente. Los valores representan las moléculas de RNA positivas y negativas correspondientes a 
6 × 106 células R (placa p100 confluente). Las determinaciones se hicieron por duplicado. Las tablas 
indican los valores medios. En todos los casos el número de moléculas obtenido está por encima del 
control negativo. La especificidad de las reacciones de amplificación se comprobó con el análisis de la 




En todos los casos el nivel de moléculas de RNA positivas es superior al de 
negativas. En las dos series de líneas celulares persistentemente infectadas por C-S8c1 
establecidas al comienzo de esta Tesis Doctoral se seleccionan variantes, tanto virales 
como celulares, que mantienen el nivel de RNA viral de cadena positiva bajo o inferior 
al de cadena negativa, como resultado de la coevolución virus-célula que permite la 
persistencia del virus. En cambio, esta característica no se observa, al menos en los 
pases 45, 60 y 100, en la primera infección persistente establecida en nuestro 
laboratorio. Por tanto, el aumento de proporción de RNA de polaridad negativa no sería 
una condición indispensable para mantener la persistencia del VFA en células BHK-21.  
 
5.6.- Termosensibilidad de los virus R 
 
Una de las características durante la persistencia del VFA en BHK-21, en la 
línea celular establecida inicialmente en nuestro laboratorio (de la Torre y cols. 1985), 
es el carácter termosensible de los virus R. Para analizar la termosensibilidad de los 
virus residentes en las nuevas líneas de persistencia, se infectaron células BHK-21 con 
C-S8c1 y virus R de las series B y D (pases 2, 20, 45 y 100) a 37° C y 42° C  y se 
analizó la producción de moléculas de RNA por RT-PCR cuantitativa a tiempo real 
(Figura 5.9.) y la infectividad por ensayos de plaqueo (Figura 5.10.). 
Los virus R muestran una reducción de moléculas de RNA a 42° C de entre 2 y 5 
logaritmos, mientras que con el virus C-S8c1, apenas se observa reducción (Figura 
5.9.). En el caso de la infectividad (Figura 5.10.), se observa una reducción de UFPs/ml 
a 42° C de aproximadamente 3-5 logaritmos en los pases 2 y 20 a las 26 h.p.i., y pérdida 
total de infectividad en el pase 45 a 42° C. Sin embargo, en el control con C-S8c1 la 
infectividad se reduce aproximadamente un logaritmo. En el caso del pase 100 no se 
observa infectividad ni a 37° C ni a 42° C.  
Se puede concluir que en las nuevas líneas de persistencia establecidas (series 































Figura 5.9. Moléculas de RNA 
extracelulares en infecciones de 
BHK-21 con virus R a 37°C y 
42°C. La parte A muestra las 
moléculas de RNA extracelulares 
en la serie B a 26 h.p.i. La parte B 
muestra las moléculas de RNA 
extracelulares en la serie D a 26 
h.p.i. Se analizaron también las 
moléculas de RNA a las 16 y 40 
h.p.i. (resultados no mostrados) 
detectándose una reducción en la 
producción de RNA de los virus R 
a 42°C, respecto a la producción a 
37°C, similar a la observada a las 
26 h.p.i. Las barras azules y 
moradas corresponden a las 
moléculas de RNA/µl de 






























































5.7.- Virulencia de los virus R para células BHK-21 
 
Se realizaron ensayos de virulencia, tal como se describe en Materiales y 
Métodos (sección 4.4.), para estudiar la evolución de la virulencia de los virus R durante 
la persistencia. Se infectaron células BHK-21 en pocillos de M96 (104 células BHK-
21c1/pocillo) con diluciones seriadas de los virus liberados en  los medios de cultivo de 
los pases correspondientes de persistencia, se fijaron las placas a distintos tiempos 
postinfección con formaldehído al 2%  y se tiñeron con cristal violeta  (2% cristal 
violeta en formaldehído al 2%). El número de UFPs presente en cada pocillo permite 
Figura 5.10. Infectividad de 
virus R a 37°C y 42°C. La parte
A muestra las UFPs/ml en 
infecciones de BHK-21 con C-
S8c1 y virus RB a 26 h.p.i. La 
parte B muestra las UFPs/ml en 
infecciones de BHK-21 con C-
S8c1 y virus RD a 26 h.p.i. Se 
analizó también la infectividad a 
las 16 y 40 h.p.i. (resultados no 
mostrados) detectándose una 
reducción de infectividad de los 
virus R a 42°C, respecto a 37°C, 
similar a la observada a las 26 
h.p.i. Las barras azules y moradas 
corresponden a las UFPs/ml de 
sobrenadante a 37 y 42°C, 
respectivamente. El límite de 
detección de la infectividad de las 
muestras fue de 7 UFPs/ml. En el 
caso de los virus B100 y D100 no 
se detecta infectividad ni a 37 ni a 
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determinar el número de UFPs necesarios para lisar 104 células BHK-21 a distintos 
tiempos postinfección, que tomamos como medida de la virulencia para células BHK-
21 (Introducción, sección 2.7.1.). 
Como muestra la Figura 5.11., el número de UFPs necesario para lisar un 
número definido de células (104 células BHK-21) a un determinado tiempo 
postinfección disminuye a medida que avanzan los pases en las dos líneas de 
persistencia (B y D), siendo el virus menos virulento C-S8c1, seguido de Rp10 (virus R 
liberado en el pase 10), Rp20 (virus R liberado en el pase 20), y por último el virus 
Rp45 (virus R liberado en el pase 45),que resulta ser el más virulento de los empleados 
en el ensayo. 
 
 












Esto nos permite concluir que, como se observó en trabajos previos empleando 
otra metodología (de la Torre y cols. 1985; Sáiz y Domingo 1996), la virulencia de los 

















Figura 5.11. Variación del mínimo número de UFPs necesarias para lisar 104 células BHK-21 en 
función del tiempo.  La parte A corresponde a la serie RB de persistencia, y la parte B a la serie RD.
Las líneas azul claro, azul oscuro, rosa  y naranja representan las UFPs de C-S8c1 y virus R de los pases 
10, 20 y 45, respectivamente, necesarias para lisar 104 células BHK-21 en función del tiempo. Las 













5.8.- Evolución de la capacidad replicativa (“fitness”) de virus R 
 
Se ha determinado el “fitness” del virus residente de las células R del pase 100 
de la primera infección persistente establecida en el laboratorio (virus VR100) con el 
objetivo de analizar la evolución de la capacidad replicativa durante la persistencia de 
C-S8c1 en células BHK-21 (Materiales y Métodos, sección 4.17.). 
El virus VR100 presenta un “fitness” 3,4 veces superior respecto al del virus 
parental C-S8c1. Este ligero incremento de capacidad replicativa se corresponde con 
una reducción de la producción viral y las moléculas de RNA intracelulares y 
extracelulares, y con un gran incremento de virulencia en células BHK-21 
(Introducción, sección 2.6.).  
 
5.9.- Análisis de las secuencias de virus R 
 
En trabajos anteriores, se secuenció el genoma del VR100 (virus liberado en el 
pase 100 de la primera línea de persistencia establecida) (Díez y cols. 1990; Toja y cols. 
1999). 
 Se ha determinado la secuencia del virus extracelular liberado en el pase 45 de 
las nuevas líneas de persistencia (series B y D). La secuencia del VR100 mostraba 4 
cambios de aminoácido en la región amino(N)- terminal de la proteína VP3 (Toja y 
cols. 1999). Como muestra la Tabla 5.6., 2 de estos cambios de aminoácido están 
presentes en la secuencia de RD 45 (D 9 A; N 13 H), y uno de ellos en la de RB 45 (D 9 
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Tabla 5.6. Cambios de nucleótido y aminoácido en la secuencia de RB 45 y RD 45  respecto a C-S8c1 
y VR100 (Toja y cols. 1999).  
Nucleótido (aa ) Nucleótido Región 
genómica C-S8c1 VR100 a RB 45 b RD 45  b 
365 Fragmento S U   U  C  
367  A   A  C  
452 Pseudonudos U   C  U  
1118 L G (G)  A (E) A (E) 
1411  U (C)  G (G) G (G) 
2576 VP3 A (D) C (A) C (A) C (A) 
2587  A (N) C (H) A (N) C (H) 
2767  C (L)  U (L) U (L) 
2997  U(G)  C (G) C (G) 
3653 VP1 C (T)  A (K) A (K) 
4026 2B A (K)  G (K) A (K) 
4539 2C U (D)  A (E) A (E) 
5465 3A A (K)  G (G) G (G) 
7071 3D A (E)  C (D) C (D) 
7305  A (Q)  G (Q) G (Q) 
7480  A (T)  A (T) G (A) 
 
a La tabla representa únicamente los cambios de aminoácido de VR100 (Toja y cols. 1999) respecto a C-
S8c1 que son comunes a RB 45 y RD 45. 
b En azul se señalan los cambios de nucleótido que implican cambio de aminoácido. 
 
 
En los trabajos anteriores, para determinar la secuencia del virus persistente del 
pase 100, fue necesario amplificar el virus (de aproximadamente 103 UFPs a 
aproximadamente 108 UFPs) infectando BHK-21 citolíticamente, debido a la limitada 
producción de partículas infecciosas  en los pases tardíos de persistencia. 
 En este trabajo se ha secuenciado el virus genoma completo del virus persistente 
del pase 45 (virus RB y RD) sin amplificar previamente por infección citolítica de 
BHK-21. Del total de 12 cambios de nucleótido presentes en el pase 45 de la serie B, 7 
son transiciones y 5 transversiones, 5 son mutaciones silenciosas y 7 conducen a cambio 
de aminoácido (Tabla 5.7.). En el caso de RD 45, aparecen 14 cambios de nucleótido, 
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de los cuales 7 son transiciones y 7 transversiones, 5 son mutaciones silenciosas y 9 
conducen a cambio de aminoácido. Las frecuencias de mutación de RB 45 y RD 45, 
calculadas respecto a C-S8c1, son 1,5 × 10-3 sustituciones/nucleótido y 1,7 × 10-3 
sustituciones/nucleótido, respectivamente.  
 
 
Tabla 5.7. Análisis de mutaciones de RB 45 y RD 45. 




RB 45 12 7 5 5 7 
RD 45 14 7 7 5 9 
 10 comunes 5 comunes 5 comunes 3 comunes 7 comunes 
 
a Las mutaciones se miden respecto a la secuencia de C-S8c1. 
 
 
La evolución en las dos series de persistencia (RB y RD) es muy paralela, no 
sólo a nivel fenotípico, sino también a nivel genético. La mayoría de las mutaciones que 
implican cambio de aminoácido aparecen en ambas series, siendo algunas comunes a la 
primera infección persistente establecida en el laboratorio. 
Se intentó secuenciar también el virus persistente del pase 100 (virus RB100 y 
RD100). Se llevaron a cabo varios abordajes para obtener la secuencia completa del 
virus R100, pero debido a la cantidad limitante de RNA en dicho pase todos los intentos 
dieron resultados negativos. Las únicas regiones que pudieron amplificarse mediante 
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Tabla 5.8. Cambios de nucleótido y aminoácido en la secuencia de RB 100 y RD 100 respecto a C-
S8c1 y VR100 (Toja y cols. 1999).  
Nucleótido (aa ) Nucleótido Región 
genómica C-S8c1 VR100 a RB 100 b RD 100  b 
2431-2433 VP 2 CUC (L)  CUC (L) GUG (V) 
2477   C (A)  C (A) U (V) 
2517   C (N)  C (N) A (K) 
2576 VP3 A (D) C (A) C (A) C (A) 
2587   A (N) C (H) C (H) C (H) 
7595 3D A (D)  G (G) A (D) 
7324   G (V)  G (V) A (M) 
7358   G (S)  G (S) U (I) 
7458   C (H)  C (H) U (H) 
 
a La tabla representa únicamente los cambios de aminoácido de VR100 (Toja y cols. 1999) respecto a C-
S8c1 que son comunes a RB 100 y RD 100. 
b En azul se señalan los cambios de nucleótido que implican cambio de aminoácido. 
 
 
5.10.- Curación de células R con ribavirina (Rb) y por dilución 
 
En el estudio de infecciones persistentes, la posibilidad de obtener células R 
curadas mediante tratamiento con Rb (Introducción, sección 2.6.1.) nos permite 
comparar las propiedades de las mismas células hospedadoras en presencia y ausencia 
del virus. La comparación de varios tratamientos sugiere que tanto el desequilibrio de 
las reservas (“pools”) de nucleótidos como la mutagénesis directa contribuyen al efecto 
antiviral de la Rb en infecciones persistentes de VFA en células en cultivo (Airaksinen 
y cols. 2003). 
Las células RB y RD del pase 90 y 100 se trataron durante tres días con Rb 
(Materiales y Métodos, sección 4.15.) a una concentración de 150 µg/ml, seguido de 
tres pases de las células en ausencia de la droga (de la Torre y cols. 1987). Se comprobó 
que, tras el tratamiento con Rb, no se detectaba ni infectividad mediante ensayos de 




Tal como se describe en (de la Torre y  Domingo 1988) también es posible curar 
las células R por dilución. Se determinó el mínimo número de células que, a partir de un 
cultivo persistentemente infectado, se necesitan para reconstruir el sistema portador. En 
el caso de las células R persistentemente infectadas se necesitan más de 103 células 
derivadas de una monocapa para reiniciar un cultivo portador estable. Por tanto, la 
persistencia es resultado de complejas interacciones a nivel poblacional. 
De acuerdo con dichos resultados (de la Torre y Domingo 1988), se han curado 
por dilución células RB y RD de los pases 2, 15, 30 y 45, seleccionando 102 células 
derivadas de una monocapa persistentemente infectada, y se ha comprobado que no se 
detecta infectividad ni producción de RNA. 
 Se observa que a pesar de no tener virus detectable, las células curadas en pases 
tardíos de persistencia difieren considerablemente de las células parentales BHK-21: 
muestran una morfología más redondeada, mayor grado de transformación, y 
considerable resistencia a C-S8c1 (de la Torre y cols. 1988).  
 
5.11.- Resistencia a infección con C-S8c1 y MARLS de células R curadas 
con ribavirina 
 
Anteriormente se había descrito que células R curadas en pases tempranos de 
persistencia (por ejemplo, pase 20) muestran e.c.p. y producen virus de forma similar a 
BHK-21 al ser infectadas por VFA C-S8c1, aunque la frecuencia de células 
supervivientes a la infección es unas 10-100 veces superior a la obtenida en infecciones 
de BHK-21. En cambio, células R curadas en pases tardíos de persistencia (por ejemplo, 
pase 50) no muestran e.c.p., pero sí producción viral, aunque unas 100 veces inferior a 
la producción por BHK-21 (de la Torre y cols. 1988). 
Con el objetivo de analizar la resistencia a la infección por VFA de las células 
RB y RD curadas, se infectaron tanto células BHK-21 como células RB y RD de los 
pases 90 y 100 curadas con ribavirina (R90 Rb y R100 Rb) con C-S8c1 y MARLS. 
La Tabla 5.9. muestra las horas postinfección en las que se observa un efecto 
citopático completo en la monocapa de células. Las células R curadas no muestran e.c.p. 
al ser infectadas con C-S8c1, pero sí lo hacen al ser infectadas con un virus más 
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virulento como MARLS, aunque el e.c.p. aparece con retraso respecto a BHK-21 
infectadas con el mismo virus. 
 
 
Tabla 5.9. Horas postinfección en las que se observa un e.c.p. completo en la monocapa de células.   
 BHK-21 R 90-Rb R 100-Rb 
  Serie RB Serie RD Serie RB Serie RD 
C-S8c1 24 hpi no e.c.p. a no e.c.p. a no e.c.p. a no e.c.p. a 
MARLS 20 hpi 48 hpi 48 hpi 48 hpi 48 hpi 
 




La Tabla 5.10. muestra las moléculas de RNA/µl de sobrenadante de células 
infectadas con C-S8c1 y MARLS a las 24 horas postinfección. Las células R curadas 
presentan una producción de RNA viral unas 100 veces inferior a la producción en 
BHK-21 tras ser infectadas con C-S8c1. En el caso de MARLS la reducción en la 
producción de RNA viral es de 10 veces. 
 
 
Tabla 5.10. Moléculas de RNA/µl de sn de células infectadas con C-S8 y MARLS a las 24 horas 
postinfección. 
 BHK-21 R 90-Rb R 100-Rb 
  Serie RB Serie RD Serie RB Serie RD 
C-S8c1 4,1 × 107 7,2 × 105 2,6 × 105 4,4 × 105 3,3 × 106 
MARLS 1,6 × 109 2,8 × 108 2,3 × 108 1,5 × 108 1,4 × 108 
 
Las determinaciones se hicieron por duplicado en todos los casos. La tabla indica los valores medios. 
 
 
Por tanto, los resultados obtenidos coinciden con los observados en la infección 
persistente establecida anteriormente en el laboratorio (de la Tore y cols. 1985, 1988). 
Las células R curadas en diferentes pases durante la persistencia presentan un 
comportamiento biológico, en cuanto a su susceptibilidad a VFA, diferente de las BHK-
21. Las células R curadas en pases tempranos muestran un comportamiento más 
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parecido al de BHK-21 que aquellas que se curan en pases más tardíos. Los resultados 
sugieren que se seleccionan variantes celulares durante la persistencia y que la selección 
está influida por el estado de persistencia. 
 
5.12.- Ausencia de componentes en el medio de cultivo de células R100 que 
interfieren con la infección de células BHK-21 por C-S8c1 
 
Para comprobar si el medio de cultivo en el que se han multiplicado las células 
R100 interfiere con la infección de células BHK-21  por C-S8c1, se sembraron distintas 
cantidades de células BHK-21 en pocillos de una placa M24, para que alcanzaran la 
confluencia óptima para ser infectadas con C-S8c1 a las 24, 48 y 72 horas post-siembra. 
Las células se incubaron con medio DMEM o con una mezcla de medio DMEM y 
medio en el que se habían cultivado células R100, de forma que el tiempo de incubación 
de las células antes de ser infectadas fue de 24, 48 ó 72 horas. Tras la infección con C-
S8c1 se determinó la infectividad de los sobrenadantes mediante ensayos de plaqueo en 
medio de agar semisólido. 
Como muestra la Tabla 5.11. no se observan diferencias entre el título viral de 
las muestras de células BHK-21 infectadas con C-S8c1 incubadas con medio DMEM 
con o sin medio de cultivo de células R100 añadido. Esta ausencia de interferencia ya 
fue descrita en trabajos anteriores del laboratorio (de la Torre y cols. 1985). Por tanto la 
resistencia de las células R a la infección con VFA está mediada principalmente por 
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Tabla 5.11. Título viral de sobrenadantes de infección de células BHK-21 infectadas con C-S8c1 tras 
24, 48 ó 72 horas de incubación con medio DMEM o una mezcla de medio DMEM con medio de 
cultivo de células R100. 
 
Tiempo de incubación (pre-infección) Medio de incubación 
24 horas 48 horas 72 horas 
DMEM 7,3 × 107 4,9 × 107 6,8 × 107 
DMEM + medio de cultivo de células R100 7,3 × 107 5,0 × 107 7,0 × 107 
 
La tabla representa las UFPs/ml de los sobrenadantes de infección. Las determinaciones del título viral se 
hicieron por duplicado y la tabla indica representa los valores medios. 
 
 
5.13.- Determinación de los niveles de NTPs de las células R 
 
 Se analizaron mediante HPLC las concentraciones intracelulares de UTP, ATP, 
CTP y GTP en extractos de células BHK-21 y células R de los pases 15, 30, 35 y 50 de 
persistencia. 
Como muestran las Figuras 5.12. A y B los niveles de NTPs en células R son 
muy similares a los presentes en células BHK-21. Se observa una ligera reducción en 
los niveles de NTPs a medida que aumenta el número de pase, principalmente de ATP y 
UTP, pero no son diferencias significativas. 
Anteriormente en nuestro laboratorio, el Dr. Antero Airaksinen analizó mediante 
HPLC los niveles intracelulares de NTPs en células R de la primera infección 
persistente establecida en el laboratorio (de la Torre y cols. 1985, 1988), y comprobó 
que los niveles se reducían aproximadamente el 50% respecto a los niveles en BHK-21 
(Figura 5.12. C).  
En las dos nuevas líneas de persistencia (series RB y RD) los niveles de NTPs de 
las células R de los pases 5, 30, 35 y 50 no se reducen a la mitad de los de células BHK-
21 en ningún caso, por lo que, según estos resultados, alteraciones significativas de los 
niveles de NTPs intracelulares no parecen ser un factor determinante en el 


























































































Figura 5.12. Análisis de NTPs de 
células R mediante HPLC. A: 
serie RB de persistencia. B: serie 
RD de persistencia. Las 
determinaciones se realizaron por 
triplicado. Las figuras indican los 
valores medios y las desviaciones 
estándar. C: Las barras verdes 
corresponden a células R de la 
primera infección persistente 
establecida en el laboratorio















ATP CTP GTP UTP
Células R
BHK-21
Las barras naranjas corresponden a células BHK-21. Las determinaciones se hicieron por triplicado. La 
figura representa los valores medios y las desviaciones estándar.
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5.14.- Intentos de establecimiento de persistencia por un virus de baja 
eficacia biológica  
 
 Anteriormente en nuestro laboratorio se había observado que un virus de alta 
eficacia biológica y alta virulencia como MARLS (Charpentier y cols. 1996) era 
incapaz de establecer persistencia en cultivos celulares (Airaksinen, resultados no 
publicados). Para comprobar si un virus de bajo “fitness” pudiera establecer una 
infección persistente con facilidad debido a su menor capacidad replicativa, se eligió el 
virus H595 (Escarmís y cols. 1996, 2002), cuyo valor de eficacia biológica relativa es de 
0,11 respecto a C-S8c1, al que se adjudica un valor de “fitness” de 1 (Materiales y 
Métodos, sección 4.2.1.).  
Para ello, se infectó una monocapa confluente de BHK-21 con H595 a una m.o.i 
de 0,1-0,02 UFPs/cel. A las 24 h.p.i. se observó e.c.p. y a las 48 h.p.i, en lugar de 
encontrar un índice de supervivencia celular superior al hallado con C-S8c1, no se halló 
ninguna célula superviviente (índice de supervivencia < 4 × 10-4). En infecciones en 
paralelo con C-S8c1, la frecuencia de células supervivientes fue de 5 × 10-3 - 9 × 10-3, 
como se observó también en el establecimiento de las líneas celulares persistentemente 
infectadas por C-S8c1 (sección 5.1; de la Torre y cols. 1985). Por tanto, H595 es incapaz 
de establecer persistencia en BHK-21, mostrando mayor virulencia que C-S8c1, o lo 
que es lo mismo, C-S8c1, que posee un “fitness” relativo 9 veces superior a H595 en 
células BHK-21, muestra una capacidad de matar células 103 veces inferior. 
La alta virulencia de H595 para células BHK-21 resultó inesperada ya que en el 
curso de los pases placa a placa en células BHK-21, domina la deriva genética, las 
mutaciones se acumulan linealmente, y el “fitness” viral disminuye siguiendo un patrón 
bifásico y fluctuante (Chao 1990; Escarmís y cols. 1996; Lázaro y cols. 2002, 2003; 
revisado en Escarmís y cols. 2006). 
Este resultado sugiere que, al menos en algunos sistemas biológicos, la 
virulencia puede ser independiente del “fitness” viral, es decir,  que un virus de menor 
eficacia biológica no tiene que ser necesariamente menos virulento que uno de mayor 
“fitness”. Dadas las implicaciones de esta observación, se diseñaron experimentos 





5.15.- Ausencia de correlación entre “fitness” y capacidad de matar células 
BHK-21  
 
Debemos reiterar que en los experimentos que nos ocupan, definimos virulencia 
como el mínimo número de UFPs necesario para matar un número definido de células 
BHK-21 (104 células, que es la cantidad de células que completan una monocapa 
correspondiente a un pocillo de una placa M96) en un tiempo determinado. Definimos 
eficacia biológica o “fitness” como la capacidad replicativa relativa del virus en las 
células BHK-21 (Holland y cols. 1991; Domingo y Holland 1997; Domingo y cols. 
2003). En nuestro caso se emplea C-S8c1 como virus de referencia, al que se adjudica 
un valor de “fitness” igual a 1 (Introducción, sección 2.1.3.). Es decir, tanto “fitness” 
como virulencia se definen en  nuestro sistema en el mismo ambiente biológico 
representado por las células BHK-21. 
Para tratar de esclarecer la relación entre “fitness” y virulencia se realizaron 
ensayos de virulencia con clones o poblaciones de VFA de distinta eficacia biológica 
(Tabla 5.12.), tal como se explica en Materiales y Métodos (sección 4.4).  
En todos los casos el número de UFPs necesarios para matar 104 células BHK-
21 varió logarítmicamente en función del tiempo (Figura 5.13.). El número de UFPs de 
H595 necesarias para matar 104 células fue menor que para C-S8c1 (Figura 5.13.A). Por 
ejemplo, a las 24 horas postinfección, C-S8c1 requirió del orden de 10 veces más UFPs 
que H595 para matar 104 células. MARLS y C-S8p260p3d, los virus más virulentos de 
los incluidos en el ensayo, presentaron una virulencia bastante similar hasta las 42 horas 
postinfección y prácticamente idéntica a tiempos postinfección más tardíos. Los 
resultados indican que, entre las 12 y 24 h.p.i., la virulencia de H595 es entre 30 y 40 
veces superior a la de C-S8c1, a pesar de que éste presenta un valor de “fitness” sólo 9 
veces superior (Tabla 5.12.). H595 (un virus de bajo “fitness”; Pariente y cols. 2003) 
muestra una virulencia intermedia entre C-S8c1 (un virus de “fitness” intermedio) y 
MARLS y CS8p20p3d (ambos virus de alto “fitness”; García-Arriaza y cols. 2005).  
La alta virulencia de H595 no es debida a los pases placa a placa, ya que tanto su 
clon parental (H50) como la población C-S8c1p113, de la cual procede dicho clon, 
muestran también una alta virulencia (Figura 5.13.B. y Tabla 5.12.). H595 se desvía de la 
línea que correlaciona “fitness” relativo y virulencia relativa de VFA (inserto en Figura 
5.13.A.).  
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Excepto H595, el resto de VFA empleados en el ensayo muestran una correlación 
razonable entre “fitness” relativo y virulencia (capacidad de matar células BHK-21). Sin 
embargo, la elevada virulencia de H595 respecto a C-S8c1 (30-40 veces superior) a pesar 
de su bajo “fitness”, indica que virulencia y “fitness” viral pueden ser dos características 
independientes. Esta observación tiene implicaciones para entender la relación parásito-
hospedador y virulencia en otros sistemas biológicos, tal como se describe en la 
Discusión (sección 6.6.). 
 
 
Tabla 5.12. “Fitness” relativo y virulencia relativa de clones y poblaciones de VFA. 
Virus a “Fitness “ relativo b Virulencia relativa c 
C-S8c1 1 1 
H50 26 104 
H595 0,11 35 
MARLS 25 3917 
CS8p260p3d 20 1284 
 
a El origen de los VFAs empleados se describe en Materiales y Métodos (sección 4.2.1.). 
b Los valores de “fitness” han sido determinados tal como se describe en Materiales y Métodos (sección 
4.17.), y son relativos a C-S8c1, al que se adjudica un valor de “fitness” de 1. 
c La virulencia para células BHK-21 ha sido determinada mediante ensayos de virulencia, descritos en 
Materiales y Métodos (sección 4.4.). Los valores de virulencia relativa se representan como el mínimo 
número de UFPs necesarias para matar 104 células en 24 horas, normalizados con el número de UFPs 













































5.16.- Mapeo de determinantes de virulencia en H595 
 
5.16.1.- Determinación de la secuencia del genoma de H595 
 
 Como primer paso para tratar de identificar regiones genómicas o mutaciones 
específicas como determinantes de virulencia, se determinó la secuencia de nucleótidos 
del genoma de H595 y se comparó con la del virus parental C-S8c1 (Tabla 5.13.). Se 
extrajo el RNA viral de H595 y se amplificó el genoma por RT-PCR (Materiales y 
Figura 5.13. Variación del 
mínimo número de UFPs de 
VFAs de distinto “fitness” 
necesarias para lisar 104 
células en función del tiempo. 
Los virus empleados en el 
ensayo se describen en 
Materiales y Métodos (sección 
4.2.1.). Las determinaciones se 
realizaron por triplicado. La 
figura muestra los valores 
medios y las desviaciones 
estándar. Inserto en Figura A: 
Representación de “fitness” 
relativo en función de 
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Métodos, sección 4.8.) utilizando diferentes parejas de iniciadores que abarcaron todo el 
genoma de H595 excepto el poliC interno y el tramo de poliA 3’ terminal. 
 
 
Tabla 5.13. Mutaciones encontradas en el genoma del virus H595 respecto a la secuencia de C-S8c1. 
Región genómica  a Mutaciones  b Cambio de aa c Clones serie H d 
Fragmento S C-32-A - H580 
 C-64-U - H51 
 C-247-U - H51 
Pseudonudos G-476-A - H51 
 A-492-G - H580 
 G-504-U - H580 
 C-509-U - H580 
IRES A-809-G - H595 
 U-856-C - H51 
VP4 U-1742-C M 34 T * H
5
80 
 A-1851-G - H530 
VP3 C-2624-U A 25 V H51 
 U-2710-C F  54 L H580 
 G-3067-A E 173 K H51 
 C-3120-U - H580 
 C-3202-A Q 218 K H51 
VP1 A-3328-G K 41 E H51 
 G-3342-A - H530 
 U-3345-A D 46 E H51 
  C-3617-U T 137 I H595 
  U-3660-C - H530 
  A-3719-G E 171 G H51 
  A-3797-G H 197 R H51 
2A A-3842-G D 3 G H530 
  U-3864-C - H580 
2B C-3891-U - H580 
  A-3933-G - H580 
  C-3984-A N 34 K H580 





Región genómica  a Mutaciones  b Cambio de aa c Clones serie H d 
2B G-4105-A A 75 T * H
5
80 
2C G-4583-A S 80 N H51 
  U-4812-C - H595 
  U-5077-C - H580 
  A-5110-G T 256 A H51 
  G-5133-C Q 263 H H51 
3A U-5454-C - H51 
 A-5546-G Q 83 R H51 
 A-5590-G N 98 D H530 
 A-5599-G T 101 A H580 
3C U-6306-C - H51 
3D U-6702-C - H595 
 U-6724-C - H580 
 A-6753-G - H580 
 U-6789-C - H580 
 G-7467-U E 286 D H580 
 G-7554-U - H51 
3’ UTR G-8042-C - H530 
 
a Las distintas zonas del genoma de VFA se detallan en Introducción (Figura 2.3.). 
b La primera letra corresponde al nucleótido encontrado en el virus parental C-S8c1; el número indica la 
posición de dicho nucleótido en el genoma de C-S8c1. 
c Se usa el código de una letra para los aminoácidos (descrito en Abreviaturas); el primer aminoácido es el 
presente en C-S8c1 y el número indica la posición de dicho aminoácido; -, indica una mutación 
silenciosa; *, indica que es una posición conservada en VFA según Carrillo y cols. (2005). 
d Clon de la serie H en el que aparece por primera vez la mutación (Escarmís y cols. 1996, 2002). 
 
 
La frecuencia de mutación de H595 y el porcentaje de transiciones, transversiones 
y mutaciones no sinónimas, respecto a C-S8c1, es muy similar al de otros clones de 
pases placa a placa (Escarmís y cols. 1996, 2002) (Tabla 5.14. A). 
H595 difiere de C-S8c1 en 47 mutaciones, de las cuales 18 (38,3% del total) están 
presentes en la secuencia de H51, es decir que se fijaron como consecuencia de los 113 
pases en células BHK-21 a alta m.d.i. (esquema de pases en Introducción, Figura 2.5.); 
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29 mutaciones adicionales (61,7% del total ) se fijaron en el tanscurso de los pases placa 
a placa (6 de estas 29 mutaciones están presentes en la secuencia del clon H530 
(Escarmís y cols. 1996), 19 mutaciones adicionales están presentes en la secuencia del 
clon H580 (Escarmís y cols. 2002) y 4 mutaciones adicionales están presentes en la 
secuencia del clon H595) (Tabla 5.14. B). Estas mutaciones conducen a 21 sustituciones 
de aminoácido que afectan tanto a las proteínas estructurales como a las no estructurales 
(Figura 5.14.). 
Las mutaciones presentes en el genoma de H595 se mantienen en los clones de 
pases placa a placa posteriores (no hay reversiones) (Escarmís y cols. 2002). 
 
 
Tabla 5.14. Análisis de mutaciones de H595. 
A. 
Clon VFA Frecuencia  






 no sinónimas 
% 
H595 5,8 × 10-3 80,8 19,1 44,7 
 
B. 
Mutaciones consecuencia de pases 
placa a placa 




pases a alta m.d.i. b 30 pases  c 80 pases d 95 pases e 
H595 47  18  6 19 4 
 
a La frecuencia de mutación se calculó dividiendo el número de mutaciones encontradas en el clon por el 
número total de nucleótidos secuenciados (8115 nucleótidos). 
b Mutaciones presentes en la secuencia del clon H51, que aparecen como consecuencia de 113 pases a alta 
m.d.i. en células BHK-21 del virus H (C-S8c1p113) (ver esquema de pases en  Introducción, Figura 2.5.). 
c Mutaciones presentes en la secuencia del clon H530, que se fijaron en el transcurso de 30 pases placa a 
placa del virus H (Escarmís y cols. 1996). 
d Mutaciones presentes en la secuencia del clon H580, que se fijaron en el transcurso de 50 pases 
adicionales placa a placa del virus H (Escarmís y cols. 2002). 
e Mutaciones presentes en la secuencia del clon H595, que se fijaron en el transcurso de 15 pases 






















Figura 5.14. Cambios de aminoácido en el genoma de H595 respecto al de C-S8c1.  En el esquema las zonas 5’ y 3’ no codificantes se indican con rayas horizontales y 
las zonas codificantes mediante rectángulos con el nombre de las proteínas codificadas. La proteína VPg y el tramo de poli C se representan como un círculo y un 
rectángulo, respectivamente, en la zona 5’ no codificante. Los genomas de C-S8c1 y H595 están representados en blanco y azul, respectivamente. Los cambios de 
aminoácido se indican en rojo, y las sustituciones presentes en el genoma del clon H51 se representan en el interior de un círculo. La numeración de los residuos del VFA es 
la descrita en Toja y cols. (1999).  
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5.16.2.- Identificación de mutaciones implicadas en virulencia de H595 
 
Estudios previos con poblaciones naturales y de laboratorio de VFA han 
definido al menos tres determinantes de virulencia en cultivos celulares o en animales: 
la cápsida viral, la proteína no estructural 3A y el IRES (Introducción, sección 2.7.2.).  
Estudios previos con rinovirus humano han relacionado cambios de aminoácido 
en las proteínas no estructurales 2C (Harris y Racaniello 2003), 2B y 3A  (Harris y 
Racaniello 2005) con un aumento de virulencia en células de ratón. 
Teniendo en cuenta estos datos, se realizó un estudio sobre el origen de las 
mutaciones presentes en cada una de estas regiones del genoma de H595 (Tabla 5.15.).  
 
 
Tabla 5.15. Origen de mutaciones en el genoma de H595 respecto a C-S8c1. 
Región genómica Mutaciones consecuencia de 
pases a alta m.d.i. c 
Mutaciones consecuencia de 
pases placa a placa   c 
IRES U-856-C  A-809-G 
Cápsida viral a b G-3067-A (E 173 K)  
 C-3202-A (Q 218 K)  
 A-3719-G (E 171 G)  
Proteína 2B  b  C-3984-A (N 34 K) 
  A-4072-G (I 64 V) * 
  G-4105-A (A 75 T) * 
Proteína 2C  b G-4583-A (S 80 N)  
 A-5110-G (T 256 A)  
 G-5133-C (Q 263 H)  
Proteína 3A b A-5546-G (Q 83 R) A-5590-G (N 98 D) 
  A-5599-G (T 101 A) 
 
a Se indican únicamente las mutaciones que aumentan la carga positiva en la cápsida. 
b Se indican únicamente las mutaciones no sinónimas. 
c La primera letra corresponde al nucleótido encontrado en el virus parental C-S8c1; el número indica la 
posición de dicho nucleótido en el genoma de C-S8c1; entre paréntesis se indica el cambio de 
aminoácido. Se usa el código de una letra para los aminoácidos (descrito en Abreviaturas). El primer 
aminoácido es el presente en C-S8c1 y el número indica la posición de dicho aminoácido; *, indica que es 
una posición conservada en VFA según Carrillo y cols. (2005). Todas las mutaciones que se incorporaron 




Los tres cambios de aminoácido que aumentan la carga positiva en la cápsida 
aparecen como consecuencia de los pases a alta m.d.i. Dos de estos tres cambios de 
aminoácido aparecen en C-S8p50 y se mantienen en todas las poblaciones hasta el pase 
460. Los pases a alta m.d.i. de VFA en células BHK-21 también conducen a la aparición 
de un elevado número de mutaciones en la proteína 2C. Los tres cambios de aminoácido 
en dicha proteína en el genoma de H595 están presentes en C-S8p113 y se mantienen en 
todas las poblaciones hasta el pase 460 (García-Arriaza y cols. resultados no 
publicados) (ver esquema de pases en Introducción, Figura 2.5.). 
 La presencia (previa a los pases placa a placa) de estas mutaciones, como 
consecuencia de pases a alta m.d.i.,  y su mantenimiento durante los pases placa a placa, 
puede explicar la elevada virulencia mostrada por un virus de bajo “fitness” (Discusión, 
sección 6.5.1.). 
 
5.16.3.- Virulencia de virus quiméricos H595/C-S8c1 
 
Para identificar las regiones del genoma asociadas a la alta virulencia de H595, se 
realizaron ensayos de virulencia para determinar la capacidad de matar células BHK-21 
de virus quiméricos (Materiales y Métodos, sección 4.2.2) rescatados de transcritos de 
plásmidos obtenidos introduciendo fragmentos de cDNA del genoma de H595 en el 
plásmido pMT28 (Figura 5.15.), tal como se describe en Materiales y Métodos (sección 
4.11.2.). El plásmido pMT28 es un clon infeccioso de C-S8c1 derivado del pMT15 
































Antes de realizar los ensayos de virulencia con cada uno de los virus quiméricos, 
se determinó el título viral de los virus rescatados tras la transfección de células BHK-
21 con los transcritos de los plásmidos quiméricos, mediante plaqueo en medio de agar 









 L         VP2     VP3    VP1     2B      2C         3A        3C           3D 
 VP4                               2A                               3B 
Poli A 
   
  
pMT28/H595 (436-2046) 









2C       3A
 5’                                                        3’ 
Figura 5.15. Virus quiméricos C-S8c1/H595.  El esquema representa el genoma de C-S8c1. Las zonas 
5’ y 3’ no codificantes se indican con rayas horizontales y las zonas codificantes mediante 
rectángulos con el nombre de las proteínas codificadas. La proteína VPg y el tramo de poliC se 
representan como una elipse negra y un rectángulo negro, respectivamente, en la zona 5’ no 
codificante. Las líneas azules corresponden a los distintos fragmentos de cDNA de H595 introducidos 
en el clon infeccioso pMT28, y por tanto a la región correspondiente a H595 de cada uno de los virus 
quiméricos. El resto de su genoma corresponde a C-S8c1. Debajo de cada línea azul se indica el 




Tabla 5.16. Título viral de los virus quiméricos. 
Virus a Título viral (UFPs/ml) b 
pMT28/H595 (436-2046) (8,6 ± 0,9) × 10
6
 
pMT28/H595 (2046-3760) (9,9 ± 1,2) × 10
6
 
pMT28/H595 (436-3760) (9,3 ± 0,8) × 10
6
 
pMT28/H595 (3760-5839) (1,7 ± 0,7) × 10
7
 
pMT28/H595 (5839-7427) (8,8 ± 0,9) × 10
6
 
pMT28/H595 (3760-7427) (9,3 ± 0,6) × 10
6
 
pMT28/H595 (2046-7427) (8,2 ± 0,8) × 10
6
 





95 (2,8 ± 0,1) × 10
6
  
C-S8c1 (7,5 ± 0,6) × 10
7
  




a  El origen de los virus H595, C-S8c1 y  C-S8c1 (pMT28) y el procedimiento de construcción de los virus 
quiméricos se describe en Materiales y Métodos (secciones 4.2.1. y 4.11.2.). 
b Las determinaciones se realizaron por triplicado. La tabla representa los valores medios y las 
desviaciones estándar. En la parte inferior de la tabla se indica el título viral de H595, C-S8c1 y C-
S8c1(pMT28), para poder comparar con el de los virus quiméricos. 
 
 
Como muestra la Tabla 5.16. el título viral de los virus quiméricos es similar al 
de C-S8c1(pMT28) y C-S8c1. Únicamente los virus quiméricos pMT28/H595 (2046-
7427) y pMT28/H595 (436-7427), es decir, los que poseen una mayor región del genoma 
correspondiente a H595, presentan un título viral ligeramente menor que el resto, y más 
próximo al de H595.  
Los ensayos de virulencia realizados para determinar la capacidad de matar 
células BHK-21 de los virus quiméricos se llevaron a cabo tal como se describe en 
Materiales y Métodos (sección 4.4). Además de las quimeras, en todos los ensayos se 
incluyeron los virus C-S8c1, C-S8c1(pMT28) y H595. La virulencia de C-S8c1(pMT28) 
resultó ser muy similar a la de C-S8c1 en todos los ensayos realizados. 
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La Figura 5.16. muestra el ensayo de virulencia de los virus quiméricos 
pMT28/H595 (436-2046), pMT28/H595 (2046-3760) y pMT28/H595 (436-3760). 
 
La quimera pMT28/H595 (436-2046), que posee la región comprendida entre los 
nucleótidos 436 y 2046 del H595 y el resto del genoma de C-S8c1, incluye dos 
mutaciones en el IRES, una que aparece como consecuencia de pases a alta m.d.i. en 
células BHK-21 y otra que lo hace como consecuencia de pases placa a placa (Tablas  
5.13. y 5.15.). 
 
La quimera pMT28/H595 (2046-3760), que posee la región comprendida entre 
los nucleótidos 2046 y 3760 del H595 y el resto del genoma de C-S8c1, incluye tres 
mutaciones que aumentan la carga positiva en la cápsida y aparecen como consecuencia 
de pases a alta m.d.i. en células BHK-21 (Tablas 5.13 y 5.15.). 
 
La quimera pMT28/H595 (436-3760) es la unión de las dos anteriores, es decir, 
que posee la región comprendida entre los nucleótidos 436 y 3760 del H595 y el resto del 
genoma de C-S8c1. 
 
Como muestra la Tabla 5.17. los virus pMT28/H595 (436-2046), pMT28/H595 
(2046-3760) y pMT28/H595 (436-3760) son aproximadamente 1,5, 5,8 y 6 veces más 
virulentos que C-S8c1, respectivamente. Este resultado sugiere que las mutaciones en el 
IRES de H595, por sí solas, no tienen un efecto significativo en virulencia. En cambio, 
las mutaciones que aumentan la carga positiva en la cápsida implican un incremento de 
virulencia respecto a C-S8c1 de aproximadamente 5,8 veces. La presencia simultánea 
de las mutaciones del IRES y las que aumentan la carga positiva en la cápsida 
[pMT28/H595 (436-3760)] resulta en una virulencia prácticamente idéntica a la mostrada 































Tabla 5.17. Virulencia de los virus quiméricos pMT28/H595 (436-2046), pMT28/H595 (2046-3760) y 
pMT28/H595 (436-3760). 
Virus a Virulencia (12-24 h.p.i.) b 
pMT28/H595 (436-2046) Aprox. 1,5 veces el valor para C-S8c1 
pMT28/H595 (2046-3760) Aprox. 5,8 veces el valor para C-S8c1  
pMT28/H595 (436-3760) Aprox. 6 veces el valor para C-S8c1 
 
a El procedimiento de construcción de los virus quiméricos se describe en Materiales y Métodos (sección 
4.11.2.). 
b Los valores de virulencia relativos a C-S8c1 corresponden a los valores medios de los cocientes entre las 
UFPs necesarias para lisar 104 células BHK-21 de C-S8c1 y las UFPs necesarias para lisar 104 células 
BHK-21 de cada uno de los virus quiméricos entre las 12 y 24 h.p.i. La tendencia de la virulencia se 




Figura 5.16. Variación del mínimo número de UFPs de los virus quiméricos pMT28/H595 (436-
2046), pMT28/H595 (2046-3760) y pMT28/H595 (436-3760) necesarias para lisar 104 células en 
función del tiempo.  Los virus empleados en el ensayo se describen en Materiales y Métodos 
(sección 4.2.2.). Las determinaciones se realizaron por triplicado. La figura muestra los valores 
medios y las desviaciones estándar. 
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La Figura 5.17. representa la virulencia de los virus quiméricos pMT28/H595 
(3760-5839), pMT28/H595 (5839-7427) y pMT28/H595 (3760-7427).  
 
La quimera pMT28/H595 (3760-5839), que posee la región comprendida entre 
los nucleótidos 3760 y 5839 del H595 y el resto del genoma de C-S8c1, incluye cambios 
de aminoácido en las proteínas no estructurales 2B, 2C y 3A (Tablas 5.13 y 5.15.). 
 
La quimera pMT28/H595 (5839-7427), que posee la región comprendida entre 
los nucleótidos 5839 y 7427 del H595 y el resto del genoma de C-S8c1, presenta 
mutaciones que no implican cambio de aminoácido en las proteínas no estructurales 3C 
y 3D (Tablas 5.13 y 5.15.). 
 
La quimera pMT28/H595 (3760-7427) posee la región comprendida entre los 
nucleótidos 3760 y 7427 del H595 y el resto del genoma de C-S8c1. 
 
Como se observa en la Tabla 5.18. las quimeras pMT28/H595 (3760-5839) y 
pMT28/H595 (3760-7427) muestran la misma virulencia, mientras que la quimera 
pMT28/H595 (5839-7427) apenas presenta diferencias respecto a C-S8c1. Este resultado 
es coherente, ya que las mutaciones presentes en la secuencia de las quimera 
pMT28/H595 (5839-7427) no implican cambio de aminoácido. Los cambios de 
aminoácido en las proteínas no estructurales 2B, 2C y 3A suponen un incremento de 




































Tabla 5.18. Virulencia de los virus quiméricos pMT28/H595 (3760-5839), pMT28/H595 (5839-7427) y 
pMT28/H595 (3760-7427). 
Virus a Virulencia (12-24 h.p.i.) b 
pMT28/H595 (3760-5839) Aprox. 9 veces el valor para C-S8c1 
pMT28/H595 (5839-7427) Aprox. igual a C-S8c1  
pMT28/H595 (3760-7427) Aprox. 9 veces el valor para C-S8c1 
 
a El procedimiento de construcción de los virus quiméricos se describe en Materiales y Métodos (sección 
4.11.2.). 
b Los valores de virulencia relativos a C-S8c1 corresponden a los valores medios de los cocientes entre las 
UFPs necesarias para lisar 104 células BHK-21 de C-S8c1 y las UFPs necesarias para lisar 104 células 
BHK-21 de cada uno de los virus quiméricos entre las 12 y 24 h.p.i. La tendencia de la virulencia se 
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Figura 5.17. Variación del mínimo número de UFPs de los virus quiméricos pMT28/H595 (3760-
5839), pMT28/H595 (5839-7427) y pMT28/H595 (3760-7427) necesarias para lisar 104 células en 
función del tiempo.  Los virus empleados en el ensayo se describen en Materiales y Métodos 
(sección 4.2.2.). Las determinaciones se realizaron por triplicado. La figura muestra los valores 
medios y las desviaciones estándar. 
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En la Figura 5.18. y Tabla 5.19. se compara la virulencia de los virus quiméricos 
pMT28/H595 (2046-7427) y pMT28/H595 (436-7427). Los datos confirman que la 
presencia simultánea de mutaciones que aumentan la carga positiva en la cápsida y 
cambios de aminoácido en las proteínas 2B, 2C y 3A [(pMT28/H595 (2046-7427)] 
implican un incremento de virulencia relativo a C-S8c1 de aproximadamente 16 veces. 
La inclusión de la zona del IRES de H595 a la secuencia de la quimera pMT28/H595 
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Figura 5.18. Variación del mínimo número de UFPs de los virus quiméricos pMT28/H595 (2046-
7427) y pMT28/H595 (436-7427) necesarias para lisar 104 células en función del tiempo.  Los 
virus empleados en el ensayo se describen en Materiales y Métodos (sección 4.2.2.). Las 





Tabla 5.19. Virulencia de los virus quiméricos pMT28/H595 (2046-7427) y pMT28/H595 (436-7427). 
Virus a Virulencia (12-24 h.p.i.) b 
pMT28/H595 (2046-7427) Aprox. 16 veces el valor para C-S8c1 
pMT28/H595 (436-7427) Aprox. 17,5 veces el valor para C-S8c1  
 
a El procedimiento de construcción de los virus quiméricos se describe en Materiales y Métodos (sección 
4.11.2.). 
b Los valores de virulencia relativos a C-S8c1 corresponden a los valores medios de los cocientes entre las 
UFPs necesarias para lisar 104 células BHK-21 de C-S8c1 y las UFPs necesarias para lisar 104 células 
BHK-21 de cada uno de los virus quiméricos entre las 12 y 24 h.p.i. La tendencia de la virulencia se 
mantiene en todos los casos hasta tiempos tardíos. 
 
 
Por tanto, los resultados demuestran que la virulencia de VFA para células 
BHK-21 es un carácter poligénico y sugieren que los principales determinantes de 
virulencia mapean en la región comprendida entre los residuos 3760 y 5839 (región 
codificante de las proteínas 2A, 2B, 2C y 3A), y entre los residuos 2046 y 3760 (región 
codificante de parte de la proteína VP2, la proteína VP3 y parte de la proteína VP1).  
 
5.17.- La proteína no estructural 2C es un determinante de la virulencia de 
VFA en células BHK-21 
 
Trabajos previos han relacionado cambios de aminoácido en la proteína 2C  de 
rinovirus humano con un aumento de virulencia para células L de ratón (Harris y 
Racaniello 2003). Uno de estos cambios mapea en la misma región de la proteína 2C 
que las sustituciones T 256 A y Q 263 H de H595, MARLS y C-S8p260p3d (virus 
descritos en Materiales y Métodos, sección 4.2.1), lo que sugiere su posible implicación 
en virulencia. Además resulta interesante que VFA como H595, MARLS y C-
S8p260p3d, con una historia evolutiva distinta (Introducción, Figura 2.5.), compartan 
los cambios de aminoácido S 80 N, T 256 A y Q 263 H en la proteína 2C. MARLS y C-
S8p260p3d presentan, además de los tres comunes a H595, el cambio de aminoácido M 
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Tabla 5.20. Mutaciones que implican cambio de aminoácido en la proteína 2C de H595, MARLS y C-
S8p260p3d en relación con C-S8c1. 






en MARLS b 
Aminoácido en  
C-S8p260p3d b 
2C G-4583-A S 80 N S 80 N S 80 N 
 U-4812-C - * * 
 C-4824-U * * - 
 U-5077-C - * * 
 A-5110-G T 256 A T 256 A T 256 A 
 G-5133-C Q 263 H Q 263 H Q 263 H 
 A-5191-G * M 283 V M 283 V 
 C-5214-U * * - 
 
a La primera letra corresponde al nucleótido encontrado en el virus parental C-S8c1; el número indica la 
posición de dicho nucleótido en el genoma de C-S8c1. 
b Se usa el código de una letra para los aminoácidos (descrito en Abreviaturas); el primer aminoácido es 
el presente en C-S8c1 y el número indica la posición de dicho aminoácido en 2C; -, indica una mutación 
silenciosa; *, indica que carece de la mutación indicada en la misma fila; los recuadros azules indican los 
cambios de aminoácido comunes a C-S8c1, MARLS y C-Sp260p3d. 
 
 
La proteína 2C está implicada en síntesis de RNA y contiene una región de 
unión a NTPs (Introducción, sección 2.3.1.2.), aunque ninguno de estos tres cambios de 












Figura 5.19. Esquema de la proteína 2C de VFA. La figura muestra la región de unión  NTPs de la 
proteína 2C. Los números en negro indican el número de aminoácido. En azul se indican los tres 
cambios de aminoácido comunes presentes en la secuencia H595, MARLS y C-S8p260p3d. La 
numeración de los residuos del VFA es la descrita en Toja y cols. (1999).
1                  94                         226               318
Región de unión a NTPs
2C
80                                    256 263
N                                            A  H
S                                            T  QN                                                              C
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Con el objetivo de analizar la contribución de estos tres cambios de aminoácido 
en la proteína 2C a la alta virulencia mostrada por H595, se introdujeron dichas 
mutaciones individualmente en el clon infeccioso pMT28 mediante mutagénesis 
dirigida, tal como se describe en Materiales y Métodos (sección 4.11.1.). Se 
transfectaron células BHK-21 con los transcritos de los tres mutantes obtenidos, y los 
virus resultantes [denominados pMT28(SN), pMT28(TA) y pMT28(QH), descritos en 
Materiales y Métodos, sección 4.2.2.] se titularon mediante ensayos de plaqueo (Tabla 
5.21.) y se emplearon en ensayos de virulencia (Figura 5.20.). De nuevo, incluimos el 
virus C-S8c1(pMT28) como control en todos los ensayos, ya que los virus mutantes de 
la 2C se obtuvieron mediante mutagénesis dirigida del clon infeccioso pMT28. 
 
 
Tabla 5.21. Título viral de los mutantes de la proteína 2C. 
Virus a Título viral (UFPs/ml) b 
pMT28(SN) (4,2 ± 0,9) × 10
7
  
pMT28(TA) (4,4 ± 0,8) × 10
7
  
pMT28(QH) (4,0 ± 0,9) × 10
7
  
pMT28(SN, TA, QH) (5,0 ± 0,3) × 107 
H
5
95 (2,8 ± 0,1) × 10
7
  
C-S8c1 (7,5 ± 0,6) × 10
7
  




a  El origen de los virus H595, C-S8c1 y  C-S8c1 (pMT28) y el procedimiento de construcción de los virus 
mutantes se describe en Materiales y Métodos (secciones 4.2.1. y 4.11.1.). 
b Las determinaciones se realizaron por triplicado. La tabla representa los valores medios y las 
desviaciones estándar. En la parte inferior de la tabla se indica el título viral de H595, C-S8c1 y C-
S8c1(pMT28), para comparar con el de los virus mutantes. 
 
 
Como indican los resultados de la Tabla 5.21., las mutaciones en 2C no 
incrementan el título viral. En cambio, los ensayos de virulencia (Figura 5.20.) indican 
que la virulencia de los tres mutantes individuales es similar entre ellos y unas 7,5 veces 
superior a la virulencia de C-S8c1, es decir, intermedia entre la de C-S8c1 y la de H595. 
 





















Para analizar si la combinación de las tres sustituciones en 2C incrementa 
todavía más la virulencia de C-S8c1, se introdujeron las tres mutaciones juntas en el 
clon infeccioso y se realizaron ensayos de virulencia con este triple mutante 
[denominado pMT28(SN, TA, QH), descrito en Materiales y Métodos, sección 4.2.2.]. 
Los resultados (Figura 5.21. y Tabla 5.21.) indican que el título viral del triple mutante 
no varía respecto a C-S8c1 y que la virulencia del triple mutante es indistinguible de la 
de los mutantes individuales.  
 
Por tanto, los resultados de mutagénesis dirigida indican que 2C es un 
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Figura 5.20. Variación del mínimo número de UFPs de los mutantes de la proteína 2C 
[pMT28(SN), pMT28(TA) y pMT28(QH)] necesarias para lisar 104 células en función del 
tiempo.  Los virus empleados en el ensayo se describen en Materiales y Métodos (sección 4.2.2.). Las 






















5.18.- La introducción de la proteína no estructural 2C de C-S8c1 en el 
contexto de secuencia de H595 reduce la virulencia de H595 
 
Para evaluar la contribución de las sustituciones en la proteína 2C a la virulencia 
mostrada por H595, se construyó un virus quimérico con las proteínas 2C y 3A “wild-
type” (C-S8c1) en el contexto de secuencia de H595 [quimera pMT28/H595 (436-7427)] 
al que se denominó quimera H595/2C-3A(pMT28) (descrita en Materiales y Métodos, 
sección 4.2.2.). Este virus debería mostrar una virulencia inferior a la de H595. Se 
determinó su título viral mediante ensayo de plaqueo (Tabla 5.22.) y se realizaron  
ensayos de virulencia (Figura 5.22.). 
Como muestra la Tabla 5.22. la quimera H595/2C-3A(pMT28) produjo un título 
viral ligeramente menor que el resto de quimeras empleadas en ensayos de virulencia 
descritos anteriormente (sección 4.15.13.), y más próximo al de H595, al igual que 
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Figura 5.21. Variación del mínimo número de UFPs del triple mutante de la proteína 2C 
[pMT28(SN, TA, QH)] necesarias para lisar 104 células en función del tiempo.  Los virus 
empleados en el ensayo se describen en Materiales y Métodos (sección 4.2.2.). Las determinaciones 
se realizaron por triplicado. La figura muestra los valores medios y las desviaciones estándar. 
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Tabla 5.22. Título viral del virus quimérico H595/2C-3A(pMT28). 
Virus a Título viral (UFPs/ml) b 
H595/2C-3A(pMT28) (8,0 ± 0,5) × 106  
H
5
95 (2,8 ± 0,1) × 10
6
  
C-S8c1 (7,5 ± 0,6)× 10
7
  




a  El origen de los virus H595, C-S8c1 y  C-S8c1 (pMT28) y el procedimiento de construcción del virus 
quimérico se describe en Materiales y Métodos (secciones 4.2.1. y 4.11.2.). 
b Las determinaciones se realizaron por triplicado. La tabla representa los valores medios y las 
desviaciones estándar. En la parte inferior de la tabla se indica el título viral de H595, C-S8c1 y C-























Figura 5.22. Variación del mínimo número de UFPs del virus quimérico H595/2C-3A(pMT28)
necesarias para lisar 104 células en función del tiempo.  Los virus empleados en el ensayo se 
describen en Materiales y Métodos (sección 4.2.2.). Las determinaciones se realizaron por triplicado. 





















12         18        24         36          42        48        60        72
Resultados 
 116
La presencia de la región codificante “wild-type” de las proteínas 2C y 3A en la 
quimera H595/2C-3A(pMT28) implica una reducción de virulencia de 10 veces respecto 
a la quimera pMT28/H595 (436-7427) y de 5 veces respecto a H595, y un aumento de 
aproximadamente 6 veces respecto a C-S8c1. 
  
Por tanto, un virus que evoluciona hacia bajos niveles de “fitness” como 
consecuencia de la actuación del trinquete de Muller puede, no obstante, mantener su 
capacidad de matar las mismas células en las que presentan bajo “fitness”. En VFA, la 
capacidad de incrementar la virulencia o capacidad de matar células es multigénica, e 
incluye la participación de la proteína no estructural 2C, identificada en esta Tesis 
Doctoral como nuevo determinante de virulencia de VFA para células BHK-21. En 
conclusión, el “fitness” y la virulencia de un virus animal pueden ser dos características 
independientes. 
 
5.19.- Virulencia de VFA en el establecimiento de persistencia 
 
Otro abordaje para estudiar virulencia o capacidad de matar células por VFAs 
que difieren en valor relativo de “fitness”, consistió en analizar el índice de 
supervivencia celular en el proceso del establecimiento de una infección persistente en 
células BHK-21.  
 
Para establecer líneas celulares de BHK-21 persistentemente infectadas (sección 
4.1.; de la Torre y cols. 1985), se realiza una primera infección (infección a). Las células 
supervivientes forman una nueva monocapa que es infectada por segunda vez (infección 
b). La monocapa que se forma a partir de las células supervivientes de esta segunda 
infección son las que reciben el nombre de células R (Figura 5.23.). Este protocolo de 
establecimiento de persistencia se aplicó a virus que  difieren en valor relativo de 
“fitness”: MARLS, H595 y C-S8c1 (descritos en Materiales y Métodos, sección 4.2.1.). 
Además se incluyeron los virus mutantes de la proteína 2C [pMT28(SN), pMT28(TA), 
pMT28(QH) y pMT28(SN, TA, QH), descritos en Materiales y Métodos, sección 4.2.2.] 
para analizar el efecto de dichas mutaciones en el comportamiento de los virus en el 
establecimiento de persistencia. 
 
 












 Se infectaron monocapas de células BHK-21 a una m.d.i. de 0,1 UFPs/célula con 
cada uno de los virus (infección a) y se analizó el índice de supervivencia celular a las 
48 h.p.i. En los casos en los que se pudo formar una monocapa a partir de las células 
supervivientes se realizó una segunda infección (infección b) y se analizó de nuevo el 
índice de supervivencia celular a las 48 h.p.i. (Tabla 5.23.). 
 
 
Tabla 5.23. Indice de superviviencia celular tras las infecciones a y b en el establecimiento de 
persistencia a. 
Infección b MARLS H
5
95










a < 4 × 10
-4
 < 4 × 10
-4
  9,9 × 10
-3
  1,0 × 10
-2
 2,7 × 10
-3
  1,6 × 10
-3
  3,4 × 10
-3
  1,4 × 10
-3
 
b _ _ 3,7 × 10
-2
 4,7 × 10
-2
  5,5 × 10
-3
 3,8 × 10
-3
  4,9 × 10
-3




a El índice de supervivencia celular se determinó por duplicado mediante contaje del número de células en 
el hemocitómetro. La tabla representa los valores medios. El límite de detección fue de 4 × 10-4 células 
supervivientes. Se determinó el índice de supervivencia de C-S8c1(pMT28) como control, ya que los 
mutantes de la proteína 2C se obtuvieron mediante mutagénesis dirigida en dicho clon infeccioso. – 
indica que no fue posible obtener una monocapa de células supervivientes tras la infección a (índice de 
supervivencia < 4 × 10-4). 
b Infecciones a y b sucesivas, tal como se detalla en el texto y la Figura 5.23. 
 
 
 BHK-21 c1                                              Células R 
Infección a                      Infección b 
 
Figura 5.23. Infecciones iniciales para establecer infecciones persistentes en células BHK-21. La 
circunferencia azul representa una monocapa confluente de BHK-21. La circunferencia amarilla 
representa células BHK-21 que han sobrevivido a la primera infección con virus y son capaces de 
formar una nueva monocapa. La circunferencia naranja representa las células R persistentemente 
infectadas que han sobrevivido a la segunda infección con el virus. 
Resultados 
 118
Este resultado corrobora los obtenidos anteriormente (sección 4.15.3.; 4.16.; 
4.17.). De nuevo MARLS y H595 muestran la mayor virulencia, ya que son incapaces de 
establecer persistencia en células BHK-21 al dejar un índice de supervivencia tras la 
infección a por debajo del límite de detección. C-S8c1 y C-S8c1(pMT28) presentan una 
virulencia muy similar, ya que dejan un índice de supervivencia celular (tanto tras la 
infección a como tras la infección b) prácticamente idéntico. Los mutantes de la proteína 
2C (tanto los mutantes individuales como el triple mutante) presentan un índice de 
supervivencia celular muy similar entre ellos y aproximadamente un logaritmo inferior 
a C-S8c1 y C-S8c1(pMT28). En todos los casos se observa que el índice de 
supervivencia tras la infección b es ligeramente superior al obtenido tras la infección a. 
En conclusión, la virulencia o capacidad de matar células BHK-21 de VFA 
puede ser una característica independiente del “fitness” viral, siendo sus determinantes 
multigénicos. Los cambios de aminoácido en la proteína 2C aportan una contribución 






























6.1.- Coevolución del virus y las células durante la persistencia del VFA en 
células BHK-21 
 
 Procesos de coevolución entre virus y células como los caracterizados en esta 
Tesis Doctoral han sido descritos para varios sistemas virales, como reovirus (Ahmed y 
cols. 1981), poliovirus (Calvez y cols. 1995), rotavirus (Charini y cols. 1983; 
Mrukowicz y cols. 1998), poliomavirus (Delli Bovi y cols. 1984), virus herpes simplex 
tipo 1 (Cummings y Rinaldo 1989), virus de la hepatitis de ratón (Chen y Baric 1996) y 
virus diminuto de ratón (Ron y Tal 1985, 1986). 
Un sistema celular persistente tiene como propiedad inherente la selección de 
aquellos virus variantes capaces de replicar permitiendo la división celular (con la 
segregación de genomas virales entre las células hijas) antes de la muerte celular. Esta 
situación, que permite la perpetuación de un sistema célula-virus intracelular estable, 
será más favorable durante períodos de activa división celular que durante la inhibición 
por contacto. Este modelo de persistencia, que ha sido denominado cinético (de la Torre 
y cols. 1985), podría operar a lo largo de los pases de las células R, con la ventaja 
adicional que supone la continua selección de nuevos variantes virales y celulares que 
interactúan para conferir una creciente estabilidad al conjunto. Una población de células 
persistentemente infectadas con un virus y que evoluciona hacia una mayor resistencia a 
la infección por el mismo virus tiene que desarrollar algún mecanismo que potencie esta 
resistencia (inducción de inhibidores de la replicación viral, disminución de la expresión 
de receptores necesarios para el virus, etc). A su vez los virus deben desarrollar 
mecanismos para superar la barrera impuesta por la célula, incluyendo el 
reconocimiento de receptores alternativos. Estos sistemas constituyen ejemplos de 
coevolución entre una célula y su virus residente, constituyendo modelos abordables a 
nivel molecular de procesos evolutivos que se dan también entre organismos 







6.2.- Repetición de acontecimientos en la evolución vírica 
 
En el inicio de esta Tesis Doctoral nos preguntamos si al establecerse de nuevo 
líneas celulares persistentemente infectadas por C-S8c1, siguiendo el mismo método 
descrito en trabajos anteriores de nuestro laboratorio (de la Torre y cols. 1985), se 
repetiría la coevolución virus-célula y si se seleccionarían las mismas variantes virales y 
celulares. Con el objetivo de poder responder a esta pregunta, se establecieron  nuevas 
líneas de BHK-21 persistentemente infectadas con C-S8c1 (Resultados, sección 5.1.) y 
se han estudiado distintos aspectos celulares (morfología, índice de crecimiento, 
resistencia a infección) y virales (evolución de la infectividad y las moléculas de RNA 
viral de polaridad positiva y negativa, virulencia, termosensibilidad y secuencia de los 
virus R) desde el comienzo de la persistencia hasta el pase 100 en las dos nuevas líneas 
de persistencia de VFA en células BHK-21 (serie RB y serie RD). Los resultados 
(descritos en Resultados, secciones 5.3.-5.12.) han mostrado un sorprendente 
paralelismo en la evolución en ambas líneas celulares (RB y RD) y varias características 
comunes con la línea de persistencia establecida anteriormente en nuestro laboratorio 
(de la Torre y cols. 1985).  
 
6.2.1.- Principales características de las células R 
 
Las características que comparten las tres líneas de células BHK-21 
persistentemente infectadas con C-S8c1 estudiadas son: presencia de RNA viral en 
todos los pases, oscilaciones de la infectividad y la carga viral (hay pases que no son 
productivos, en los que no se detecta infectividad y muestran un bajo número de 
moléculas de RNA intracelulares y extracelulares, y pases en los que se detectan picos 
de infectividad y de RNA), crisis de efecto citopático de las células R al alcanzar la 
confluencia, morfología redondeada, aumento del índice de crecimiento celular, 
disminución de la inhibición por contacto y resistencia a infección con VFA 
(Resultados, secciones 5.2., 5.3., 5.4., 5.5. y 5.11.).  
La capacidad de las células BHK-21 persistentemente infectadas de variar 
genéticamente podría ser favorecida por el grado de transformación que muestran las 
células R (Pujol y Devesa 2005). 
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6.2.2.- Principales características fenotípicas y genotípicas de los virus R 
 
Las características que comparten los virus que han coevolucionado con las 
células, en las tres líneas de BHK-21 infectadas con C-S8c1 estudiadas son: morfología 
de placa pequeña, carácter termosensible, incremento de virulencia en células BHK-21 
y dos cambios de aminoácido en el extremo N-terminal de la proteína VP3 (D 9 A y N 
13 H) (Resultados, secciones 5.6., 5.7. y 5.9.).  
Algunas de las características fenotípicas del virus fijadas durante la 
persistencia, como el tamaño de placa y el carácter termosensible revierten parcial o 
totalmente en infecciones citolíticas (Sevilla y Domingo 1996), lo cual sugiere que 
dichas características se seleccionan en respuesta al ambiente modificado que representa 
la persistencia. Sin embargo, la hipervirulencia que adquieren los virus R durante la 
persistencia no sólo no revierte, sino que se acentúa más después de 100 pases en 
infecciones citolíticas (Sevilla y Domingo 1996; Sáiz y Domingo 1996). Se puede 
establecer una distinción entre una evolución fenotípica irreversible de ciertos 
caracteres, como la hipervirulencia, y una evolución fenotípica reversible de otros 
caracteres (como el carácter termosensible). 
La comparación de la secuencia de los virus R de las dos nuevas series de 
persistencia con la de virus R de la primera infección persistente establecida en nuestro 
laboratorio, muestra que la evolución también se repite, al menos en parte,  a nivel 
genético, ya que dos de los cuatro cambios de aminoácido presentes en la proteína VP3 
del virus R (de los pases 99, 100 y 146) de la primera línea de persistencia (D 9 A y N 
13 H) (Toja y cols. 1999; Díez y cols. 1990) también aparecen en el genoma del virus R 
del pase 45 de las nuevas líneas de persistencia, y se mantienen hasta el pase 100 
(Resultados, sección 5.9.). Las sustituciones C 7 V, D 9 A y N 13 H fueron inicialmente 
asociadas al fenómeno de persistencia (Díez y cols., 1990; Gebauer y cols. 1988), pero 
han aparecido en aislados de nuestro laboratorio sin ninguna relación con ese fenómeno 
como los virus HRp100 y HRp57, que fueron obtenidos permitiendo una optimización 
de la eficacia biológica del mutante MAR HR mediante pases líticos seriados (Holguín 
1996). Estas coincidencias no descartan que estas sustituciones aparezcan con más 
frecuencia en infecciones persistentes y así el cambio D 9 A aparece también en 
aislados rescatados de infecciones persistentes en animales (Gebauer y cols. 1988). 
Existen evidencias recientes de la existencia de una cadena de acontecimientos 
compensatorios ligados en una región definida de la cápsida del VFA durante 
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infecciones citolíticas, así como la existencia de un “cluster” de sustituciones de 
aminoácidos en virus procedentes de infecciones persistentes, que también pueden 
aparecer en infecciones citolíticas en respuesta a cambios causados por mutaciones 
previas. La introducción de dos de los cuatro cambios de aminoácido del extremo N-
terminal de la proteína VP3 del virus VR100, C 7 V y M 14 L, en la cápsida de C-S8c1 
no afectaba al tamaño de placa y la producción viral durante infecciones líticas, ni a la 
estabilidad del virión, pero sí provocaba una pérdida de “fitness”. En cambio, la 
mutación D 9 A (uno de los dos cambios de aminoácido comunes a los virus 
provenientes del pase 100 de las tres infecciones persistentes estudiadas) provocaba una 
drástica reducción del tamaño de placa y la viabilidad. La competición del mutante C 7 
V con virus “wild-type” implicaba la fijación de la mutación D 9 A en la cápsida C 7 V, 
y, por otra parte, la presencia de la mutación D 9 A conducía a la fijación de la mutación 
M 14 L. Estas dos mutaciones, desventajosas individualmente, conducían juntas a un 
incremento de “fitness” del doble mutante (Mateo y Mateu 2006).  
En las cápsidas con simetría icosaédrica, los residuos más expuestos de la 
superficie tienden a ser más tolerantes a los reemplazamientos que los residuos internos 
de la cápsida, que participan en un número mayor de interacciones con otros 
aminoácidos (Lea y cols. 1994; Escarmís y cols. 1996). Las dos sustituciones de 
aminoácido encontradas en VP3 se agrupan en la superficie de la partícula viral, en 
torno al eje de simetría de orden 5 de la cápsida del VFA. Además, tanto los virus R 
descritos en esta Tesis Doctoral como los virus R de la primera infección persistente 
establecida en nuestro laboratorio muestran alta virulencia para células BHK-21 y una 
morfología de placa pequeña (Díez y cols. 1990), lo que representa cambios genotípicos 
y fenotípicos similares en poblaciones virales procedentes de infecciones persistentes 
independientes. La repetida selección de dos mutaciones en la cápsida ha sido también 
observada durante infecciones persistentes de poliovirus en cultivos primarios de 
células de cerebro fetal humano (Pavio y cols. 1996). 
Una de las características seleccionadas durante la persistencia es la 
hipervirulencia, característica que también se selecciona durante pases citolíticos 
masivos del VFA (Martínez y cols. 1991; Sevilla y Domingo 1996; Baranowski y cols., 
1998). De este modo, mutaciones asociadas al fenómeno de persistencia pueden 
aparecer en virus hipervirulentos con distintas historias biológicas.  
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La posible ausencia de mutaciones exclusivas de persistencia se podría 
interpretar de varios modos. Se puede considerar que el fenotipo persistente está 
definido por una constelación de mutaciones, que separadamente también pueden ser 
encontradas en virus aislados en otras circunstancias. Según esta hipótesis, no una 
mutación sino varias son las que interaccionan de un modo complejo, aditivo o 
sinérgico, para dotar al virus con las características propias de un virus persistente. 
 
6.3.- Proporción de moléculas de RNA de polaridad positiva y negativa 
 
6.3.1.- Reducción de moléculas de RNA de polaridad positiva asociada a 
persistencia: posible contribución al mecanismo molecular de persistencia 
 
Al analizar la evolución de las moléculas de RNA positivas y negativas a lo 
largo de la persistencia del VFA en células BHK-21 se observa que, de nuevo, la 
evolución en las dos líneas independientes de persistencia (serie RB y serie RD) fue  
muy paralela (Resultados, sección 5.5.5.). El nivel de moléculas de RNA negativas se 
mantiene aproximadamente constante a lo largo de los pases, mientras que el de cadenas 
positivas sufre grandes oscilaciones (Resultados, Figura 5.5.). Parece que hay algo que 
impide la encapsidación de cadenas positivas, ya que a partir del pase 50 aunque en la 
fracción intracelular hay cadenas positivas, incluso en mayor número que las negativas, 
en las correspondientes muestras extracelulares, es decir de RNA encapsidado, hay más 
cadena negativa que positiva (Resultados, Figuras 5.5.A. y 5.5.B.). Los resultados 
sugieren que tanto los virus como las células participan en el mantenimiento de un nivel 
de cadenas negativas superior al de positivas, quizás como resultado de la coevolución 
virus-célula, contribuyendo a la persistencia del virus (Resultados, sección 5.5.7.). Una 
de las consecuencias de la coevolución virus-célula sería la selección de variantes 
virales con defectos en la síntesis de RNA de polaridad positiva, así como la reducción 
de niveles de factores celulares necesarios para la síntesis de cadenas positivas del RNA 
viral. 
Un exceso de RNA viral de cadena positiva sobre cadena negativa se ha 
observado de modo general durante la replicación de virus de cadena positiva tanto en 
cultivos celulares como in vivo. Así, el exceso de cadenas de polaridad positiva sobre 
cadenas de polaridad negativa en células HeLa infectadas con poliovirus es del orden de 
30 a 70 veces (Novak y Kirkegaard 1991). En el hígado de pacientes infectados con el 
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virus de la hepatitis C también se observa un exceso de RNA de cadena positiva frente a 
negativa de aproximadamente 100-1000 veces (Komurian-Pradel y cols. 2004). 
Algunos trabajos previos con virus RNA de polaridad positiva sugieren que la 
persistencia se caracteriza por una reducción de la síntesis de cadenas positivas, lo cual 
da lugar a niveles similares de RNA de polaridad positiva y negativa. En músculo de 
pacientes del síndrome de fatiga postvírica se han detectado niveles similares de RNA 
de cadena positiva y negativa de enterovirus, mientras que en una infección lítica de 
células en cultivo se detecta aproximadamente 100 veces más de cadena positiva que 
negativa (Cunningham y cols. 1990). En músculo cardíaco de ratones con miocarditis 
crónica asociada a coxsackievirus B3 también se ha detectado un gran exceso de  RNA 
de polaridad positiva frente a RNA de polaridad negativa, y aproximadamente la misma 
cantidad de cadenas positivas que negativas en el caso de infecciones cardíacas 
persistentes sin daño crónico en el miocardio, lo cual puede ser debido a un defecto en 
la replicación del RNA viral de polaridad positiva (Andreoletti y cols. 1997; Hohenadl y 
cols. 1991). En ratones con miopatía inflamatoria crónica se identificaron complejos de 
RNA de doble banda de coxsackievirus, manteniéndose  niveles equivalentes de RNAs 
de polaridad positiva y negativa (Tam y Messner 1999). 
 
6.3.3.- Regiones del genoma viral implicadas en regulación de síntesis de RNA 
de polaridad positiva y negativa 
 
Diversas regiones del genoma de distintos virus se han asociado a la regulación 
de los niveles de cadenas de polaridad positiva y negativa. En poliovirus, la 
encapsidación es un evento altamente específico para moléculas de RNA de polaridad 
positiva, y la proteína VPg, unida covalentemente al extremo 5’ tanto de las cadenas 
positivas como las negativas, no es el único determinante del empaquetamiento del 
RNA (Novak y Kirkegaard 1991). En este sistema se han descrito mutaciones en el cre 
que inhiben la uridilación de VPg y la síntesis de RNA de cadena positiva, pero no de 
RNA de cadena negativa (Murray y Barton 2003; Morasco y cols. 2003). También en 
poliovirus se ha descrito una mutación en el extremo C-terminal de la proteína 3A (M 
79 V) que produce la inhibición selectiva de la síntesis de RNA de cadena positiva, pero 
no de RNA de cadena negativa ni la uridilación de VPg, por tanto el defecto en la 
síntesis ocurre en un paso posterior a la uridilación de VPg y la síntesis de RNA de 
cadena negativa (Teterina y cols. 2003). La eficiencia y especificidad de uridilación de 
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VPg por las polimerasas de picornavirus está  muy influenciada por los efectos 
alostéricos de la unión de ligandos que pueden ser relevantes durante el ciclo replicativo 
viral (Boerner y cols. 2005). Estudios con el coxsackievirus B3 (CVB3) han 
determinado que mutaciones en el elemento oriR, que actúa en cis en el 3’UTR del 
RNA viral y determina la longitud del poliA en el extremo 3’, inhiben la iniciación de la 
síntesis de RNA (-), sin afectar la longitud del poliU en el extremo 5’ (van Ooij y cols. 
2006a). Recientemente, se ha identificado un elemento replicativo que actúa en cis (“cis 
acting replication element” o cre) dentro de la región codificante 2C del CVB3 que es 
necesario para la iniciación de la síntesis de cadenas de RNA de polaridad positiva y 
juega un papel esencial en la iniciación eficiente de síntesis de cadenas de polaridad 
negativa (van Ooij y cols. 2006b). En el virus Sindbis se han relacionado varias 
regiones con la regulación de la replicación: el extremo 5’ UTR, un elemento de 
secuencia conservada (CSE) de 51 nucleótidos en el extremo 5’ implicado en iniciación 
de síntesis de cadena negativa y un elemento CSE de 19 nucleótidos en el extremo 3’ 
UTR (Frolov y cols. 2001). En el virus Aichi se han identificado elementos en el 
extremo 5’ del genoma que son críticos para la síntesis de RNA de cadena negativa y de 
cadena positiva (Nagashima y cols. 2005). En el virus del mosaico del bamboo (BaMV) 
también se han identificado 3 elementos que actúan en cis en el extremo 3’ del RNA de 
cadena negativa que están implicados en modular la eficiencia de la síntesis de RNA 
viral de cadena positiva (Lin y cols. 2005). También se han descrito represores 
transcripcionales de síntesis de RNA de cadena negativa, como por ejemplo un RNA 
satélite (sat C) en el virus del arrugado del nabo (Zhang y cols. 2004). 
 Actualmente estamos planificando experimentos para mapear los determinantes 
de las alteraciones de RNA viral de polaridad positiva y negativa durante la persistencia 
del VFA en células BHK-21. 
 
6.4.- Evolución de la virulencia y la capacidad replicativa (“fitness”) 
durante la persistencia 
 
6.4.1.- Evolución de la virulencia de los virus R 
 
Es un hecho observado y apoyado por modelos teóricos que la coevolución 
virus-hospedador favorece, generalmente, una disminución de la virulencia viral, siendo 
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un ejemplo clásico el de myxomavirus  y la myxomatosis en conejos (Fenner y 
Woodroofe 1965).  
La constancia de las células BHK-21 en pases citolíticos seriados (Materiales y 
Métodos, sección 4.3.1.) contrasta con su variación en el sistema de persistencia del 
VFA, en el que las células coevolucionan con el virus residente, el cual aumenta su 
virulencia con el tiempo de residencia en las células (de la Torre y cols. 1988) 
(Introducción, sección 2.6.2.; Resultados, sección 5.7.). La hipervirulencia observada 
implica que el virus completa el ciclo de infección más rápidamente, con un incremento 
en la muerte celular (de la Torre y cols. 1988; Martín-Hernández y cols. 1994; Sevilla y 
Domingo 1996; Saíz y Domingo 1996). Cualquier revertiente o mutante que tardara más 
en completar el ciclo de infección mostraría una desventaja selectiva respecto al 
parental hipervirulento y sería eliminado de los mutantes de la cuasiespecie en 
competición. Ello explicaría la estabilidad del carácter hipervirulento incluso cuando los 
virus persistentes son propagados en infecciones citolíticas (Sevilla y Domingo 1996). 
 
6.4.2.- Evolución de la capacidad replicativa (“fitness”)  de los virus R 
 
El “fitness” del virus residente de las células R del pase 100 de la primera 
infección persistente establecida en el laboratorio (virus VR100) muestra un incremento 
de 3,4 veces respecto al del virus parental C-S8c1 (Resultados, sección 5.8.). Al igual 
que la hipervirulencia de los virus persistentes, el ligero aumento de “fitness” parece 
asociado al incremento de resistencia celular a la infección durante el proceso de 
coevolución (de la Torre y cols. 1988). 
Este ligero incremento de “fitness” del VR100, medido en células BHK-21, se 
corresponde con una menor producción de virus, disminución de moléculas de RNA 
intracelulares y extracelulares, fenotipo de placa pequeña y un gran incremento de 
virulencia en células BHK-21 (1000 veces más virulento que C-S8c1) (Introducción, 
secciones 2.6.1. y 2.6.2.).  
Las características fenotípicas observadas en el VR100 recuerdan las mostradas 
por el clon de VFA H595, un clon derivado de la población C-S8p113 y que fue 
sometido a 95 pases placa a placa (Introducción, Figura 2.5.; Materiales y Métodos, 
sección 4.2.1.). H595 muestra una virulencia 35 veces superior a C-S8c1 pero un 
“fitness” 9 veces inferior (Resultados, sección 5.15.). Otros VFAs analizados muestran 
una correlación positiva entre sus valores de “fitness” y virulencia. Por ejemplo, 
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MARLS y C-S8p260p3d presentan unos valores de “fitness” relativos de 25 y 20, 
respectivamente, que se corresponden con unos valores de virulencia relativos de 3917 
y 1284, respectivamente (Resultados, sección 5.15.) (Tabla 6.1.). 
 
 
Tabla 6.1. Relación entre “fitness” y virulencia relativos de VFAs (descritos en Materiales y 
Métodos, sección 4.2.1.).   
Virus “Fitness” relativo Virulencia relativa 
VR100 3,4 1000 
H595 0,11 35 
MARLS 25 3917 
C-S8p260p3d 20 1284 
 
 
6.5.- Relación entre virulencia y capacidad replicativa (“fitness”) 
 
La relación de un patógeno con su hospedador presenta una paradoja: las 
especies patogénicas a menudo son absolutamente dependientes de las especies 
hospedadoras para su propagación, y como parte de esta dependencia el patógeno suele 
causar daño o enfermedad en el hospedador. Las estrategias patogénicas tienen éxito en 
términos evolutivos, como lo demuestra la existencia de una extensa colección de 
diferentes patógenos en la naturaleza. Los patógenos explotan un amplio rango de 
mecanismos moleculares para adquirir y modular su virulencia con el fin de alcanzar su 
éxito evolutivo (Brown y cols. 2006). 
Un factor importante para modular la virulencia de un patógeno es el modo de 
transmisión. En la transmisión vertical los patógenos deben evolucionar hacia una 
menor virulencia, permitiendo un mayor éxito de su hospedador. Un estudio con el virus 
el virus del mosaico de la cebada (BSMV) mostró que, en la transmisión vertical, el 
virus evoluciona hacia una menor virulencia, mientras que en la transmisión horizontal 
lo hace hacia una mayor virulencia (Stewart y cols. 2005). 
Un incremento paralelo de virulencia y “fitness” (Introducción, sección 2.1.3.) 
de un virus mejoraría su adaptación a un determinado tipo celular del hospedador, ya 
que un parámetro que contribuye al nivel de “fitness” de un virus citopático es la 
acumulación de partículas infecciosas y su liberación desde las células, que a menudo 
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está asociada con la muerte celular. De acuerdo con ello, una comparación de dos 
aislados genéticamente divergentes del whispovirus del síndrome de las manchas 
blancas, mostró que su virulencia para el hospedador Penaeus monodon, medida como 
índice de mortalidad in vivo, correlacionaba con el “fitness” in vivo (Marks y cols. 
2005). En replicones de alfavirus también se observó una correlación directa entre el 
nivel de replicación del RNA y la citopatogenicidad (Frolov y cols. 1999). Un estudio 
con un mutante de alta fidelidad de poliovirus mostró que su “fitness” y su virulencia 
disminuían respecto al virus “wild-type” bajo presión selectiva en ratones (Pfeiffer y 
Kirkegaard 2005). El mutante de alta fidelidad era menos patogénico que el virus “wild-
type” en ratones (mostrando sólo un ligero defecto de crecimiento en células en cultivo), 
y reducía el “fitness" viral en el contexto de una presión selectiva definida (una 
mutación puntual atenuante, que puede revertir, en la región codificante de la proteína 
2C). 
A nivel epidemiológico, el mayor “fitness” de los primeros aislados de VIH-1 
(años 1986-1989) frente a aislados actuales (años 2002-2003) es una evidencia de la 
atenuación del VIH-1 con el tiempo, asumiendo una conexión directa entre “fitness” y 
virulencia (Arien y cols. 2005). El “fitness” replicativo es, sin embargo, solamente uno 
de varios factores que influyen en la progresión de una infección viral in vivo. Un 
análisis comparativo de clones de VIH-1 R5-trópicos y X4-trópicos mostró una 
capacidad replicativa similar en células T activadas. Sin embargo, los clones X4 eran 
transferidos más eficientemente que los R5 desde células dendríticas a células T 
CD4(+), lo cual puede suponer una ventaja selectiva de los virus X4 en pacientes con 
SIDA (Arien y cols. 2006). Variaciones de esta correlación entre “fitness” viral y 
virulencia han sido descritas en el virus del mosaico del pepino (CMV) (Escriu y cols. 
2003) y el virus del mosaico de la cebada (BSMV) (Stewart y cols. 2005). Un estudio 
del efecto del tiempo de lisis en el “fitness” de un bacteriófago reveló que un linaje con 
un tiempo de lisis intermedio mostraba el mayor nivel de “fitness” (Wang 2006). El 
tiempo de transmisión del virus de un hospedador infectado a otro susceptible también 
puede afectar a la virulencia. El virus de la polihedrosis nuclear transmitido a tiempos 
tempranos a su hospedador Lymantria dispar era más virulento que el virus transmitido 
a tiempos tardíos, aunque éste eran más productivo, ya que el virus puede emplear más 
tejido del hospedador para la replicación (Cooper y cols. 2002). La pérdida de 
correlación entre virulencia y “fitness” también ha sido descrita para la interacción de 
otros hospedadores con sus parásitos celulares. En un estudio de susceptibilidad de crías 
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de la polilla Lymantria (provenientes de América del Norte o no provenientes de 
América del Norte) a varios aislados del hongo Entomaphaga maimaiga, la virulencia 
del hongo, cuantificada como tiempo de muerte de Lymantria, iba acompañada, en 
algunos casos, de bajo “fitness”, cuantificado como reproducción del hongo en la polilla 
(Nielsen y cols. 2005). En ninguno de los casos anteriores se han determinado las bases 
moleculares de la falta de correlación entre “fitness” y virulencia. 
 
6.5.1.- Los determinantes de virulencia de VFA en BHK-21 son multigénicos 
 
Al menos, tres determinantes de virulencia en células de cultivo o en animales 
han sido definidos en estudios previos con poblaciones naturales y de laboratorio de 
VFA (Introducción, sección 2.7.2.): la cápsida viral (Baranowski y cols. 1998; Jackson 
y cols. 1996; Ruiz-Jarabo y cols. 2004), la proteína no estructural 3A (Beard y Mason 
2000; Giraudo y cols. 1990; Núñez y cols. 2001) y el IRES (Martínez-Salas y cols. 
1993). 
Diversos trabajos han identificado diferentes proteínas virales como 
determinantes de virulencia: las proteínas no estructurales 2B, 2C y 3A de rinovirus 
(Harris y Racaniello 2003, 2005), la proteína viral 24 (VP24) y la nucleoproteína del 
virus Ébola (Ebihara y cols. 2006), las tres glicoproteínas de la cápsida del virus de la 
fiebre porcina clásica (CSFV) (Meyers y cols. 1999; Rissatti y cols. 2005, 2006; van 
Gennip y cols. 2004), la proteína P3 del virus del mosaico de la semilla del guisante 
(Hjulsager y cols. 2006), etc. En general, los determinantes de virulencia son 
multigénicos, existiendo mutaciones en diversas regiones del genoma que contribuyen a 
un incremento de virulencia (Baranowski y cols. 1998; Ebihara y cols. 2006). 
Medidas comparativas de virulencia, de quimeras recombinantes que incorporan 
regiones genómicas del clon H595 en el contexto genético de C-S8c1 (en el plásmido 
pMT28) y mutantes de la proteína 2C, muestran que los determinantes de virulencia de 
VFA en células BHK-21 son multigénicos y las sustituciones en la proteína no 
estructural 2C contribuyen a la elevada virulencia de los virus analizados (Resultados, 
secciones 5.16.3, 5.17. y 5.18.). Los resultados obtenidos con los mutantes de la 
proteína 2C fueron corroborados mediante otro abordaje consistente en las frecuencias 
de células supervivientes en el proceso del establecimiento de una infección persistente 




6.5.2.- Modelo para la pérdida de correlación entre virulencia y “fitness”  
 
Los resultados obtenidos con clones H5 del VFA muestran que mutaciones que 
incrementan tanto la virulencia como el “fitness” pueden ser introducidas en el genoma 
viral de tal modo que las mutaciones que disminuyen el “fitness”, asociadas a los pases 
placa a placa, tienen efectos mínimos en virulencia (Resultados, sección 5.15.). La 
cuantificación de la virulencia de genomas recombinantes (Resultados, secciones 
5.16.3., 5.17. y 5.18.) proporciona una interpretación de la pérdida de correlación 
positiva entre virulencia y “fitness”, y muestra que la variación independiente de estas 
dos características es resultado de la historia de pases a la que han sido sometidas las 
poblaciones virales. 
Durante los pases placa a placa aparecen mutaciones asociadas a una reducción 
del “fitness” distribuidas a lo largo de todo el genoma del VFA (Escarmís y cols. 1996). 
En cambio,  los determinantes de virulencia son multigénicos pero se encuentran 
concentrados principalmente en determinadas regiones genómicas, en particular la 
cápsida viral y las proteínas no estructurales 2A, 2B, 2C y 3A. Para disminuir la 
virulencia, las mutaciones que aparecen aleatoriamente durante los pases placa a placa 
deberían afectar a dichas regiones genómicas específicas y, probablemente, a ciertos 
residuos dentro de estas regiones. En cambio, las mutaciones que implican una 
reducción del “fitness” pueden afectar a cualquier proteína y región regulatoria. Por 
tanto, la probabilidad de fijación de mutaciones que reducen la virulencia es menor que 
la probabilidad de fijación de mutaciones que reducen el “fitness”. Este modelo está 
reforzado por la observación de tres cambios de aminoácido en la proteína 2C (S 80 N, 
T 256 A y Q 263 H) que tienen un efecto similar, de forma individual,  en el incremento 
de virulencia del VFA en células BHK-21, y a su vez, similar al efecto de las tres 
mutaciones juntas en el mismo genoma (Resultados, sección 5.17.). Esto sugiere que 
sería necesaria una reversión triple, para suprimir el efecto de incremento de virulencia 
provocado por las tres mutaciones en la proteína 2C, lo cual es muy poco probable que 
ocurra. Es decir, el genoma de VFA es más robusto respecto al mantenimiento de 
niveles de virulencia que de “fitness” y las diferentes trayectorias de ambos parámetros 























6.6.- Implicaciones para modelos de virulencia y diseño de vacunas 
 
Los resultados obtenidos con clones H5 del VFA son relevantes para modelos 
actuales de atenuación y virulencia, ya que indican que formas más virulentas de un 
virus no implican necesariamente una ventaja reproductiva. La virulencia viral, por 
tanto, no es necesariamente una consecuencia del “fitness” viral. 
La mayoría de las definiciones actuales de virulencia se refieren, generalmente, a 
la capacidad de un patógeno para multiplicarse y causar daño en el hospedador, aunque 
algunos autores identifican virulencia con “fitness”, y otros con capacidad para producir 
enfermedad (Casadevall y Pirofski 1999; de Roode y cols. 2005; Poulin y Combes 
1999; Read y cols. 1999).  
Nuestros resultados sugieren que mientras la virulencia puede ser considerada 
como una consecuencia inevitable de la adaptación del parásito (Read y cols. 1999), la 
pérdida de “fitness” (o inadaptación del parásito) no requiere una disminución de 
virulencia. Al relacionar nuestros resultados con modelos generales de virulencia en 
sistemas hospedador-parásito, es necesario considerar que en el sistema del VFA, la 
evolución de las células hospedadoras BHK-21 no puede influir en la evolución del 








Figura 6.1. Evolución del “fitness” y la virulencia de clones de la serie H5.  Los clones biológicos 
están representados como cuadrados negros. Las flechas negras indican pases placa a placa. La 




permisividad a la replicación del VFA. El número e historia de pases de las células 
BHK-21 es constante en cada infección viral. Por tanto, los cambios en la densidad de 
hospedador, un parámetro relevante en modelos de virulencia (Lenski y May 1994), no 
puede jugar un papel determinante en nuestro sistema. El descubrimiento en 
experimentos de pases seriados de que la virulencia de un parásito se incrementa con el 
número de pase en un nuevo hospedador es consistente con nuestros resultados (Ebert 
1998).  
Nuestra comparación, en cuanto a “fitness” y virulencia, de clones del VFA no 
ha identificado clones con alto “fitness” y baja virulencia, lo cual es una meta de la 
biomedicina para obtener cepas vacunales. No obstante, la existencia de mutaciones 
específicas que afectan diferencialmente al “fitness” y la virulencia abre una vía para el 
diseño de cepas candidatas para vacunas incapaces de matar al hospedador pero que 
sean competentes en replicación. La virulencia es, sin embargo, una característica de la 
relación hospedador-parásito (Poulin y Combes 1999) y las mutaciones necesarias para 
alterar la virulencia se espera que sean dependientes del hospedador. En realidad, tanto 
el “fitness” como la virulencia son dependientes del ambiente en el cual tiene lugar la 
replicación, como documentan trabajos con diferentes virus, incluyendo el VFA (Díez y 
cols. 1990; Pariente y cols. 2001).  
La demostración de que el “fitness” y la virulencia pueden seguir diferentes 
cursos evolutivos ha sido posible por disponer de un sistema vírico sometido a presiones 
ambientales extremas mediadas por la historia de pases en las mismas células 
hospedadoras: la evolución competitiva de un amplio espectro de mutantes durante 
repetidos pases masivos y la acumulación de mutaciones deletéreas (en cuanto a 
“fitness” pero no en cuanto a virulencia) durante pases placa a placa (Escarmís y cols. 
2006). 
El proceso de selección y evolución de la virulencia es continuo, y está 
influenciado por eventos tanto deterministas como estocásticos. Sin embargo, la 
evolución de los hospedadores y los patógenos correspondientes están inexorablemente 
ligadas. La comprensión de las bases moleculares de la adaptación de los patógenos a 
sus hospedadores probablemente conduzca a la identificación de los determinantes 
genéticos de virulencia del patógeno y a la clarificación del papel de proteínas 
específicas en el proceso patogénico. El conocimiento molecular más detallado de la 
virulencia del patógeno y la respuesta del hospedador tiene implicaciones para la salud 






























1. En las líneas RB y RD de células BHK-21 persistentemente infectadas con C-S8c1 
se repiten pautas de evolución definidas anteriormente en este sistema, que incluyen 
modificaciones genéticas y fenotípicas de virus y células, así como la coevolución 
virus - célula. 
2. Durante la persistencia del VFA se puede alterar la relación entre moléculas de 
RNA viral de cadena positiva y cadena negativa. En infecciones citolíticas estándar 
de células BHK-21 por VFA dicha relación es 1000:1, mientras que en las líneas RB 
y RD persistentemente infectadas con C-S8c1 la relación puede alcanzar 1:1 o, 
incluso, 1:100. Tanto los virus como las células participan en la alteración del nivel 
de moléculas de RNA de polaridad negativa relativo al de RNA de polaridad 
positiva durante la persistencia. 
3. En un clon biológico del VFA se ha observado una ausencia de correlación positiva 
entre “fitness” y virulencia, medidos ambos en el mismo ambiente biológico de 
células BHK-21. Las diferentes trayectorias evolutivas seguidas por “fitness” y 
virulencia fueron resultado de la historia de pases a la que se sometieron las 
poblaciones virales. 
4. Los determinantes de virulencia de VFA en células BHK-21 son multigénicos y 
sustituciones en la proteína no estructural 2C contribuyen a alterar la virulencia del 
VFA.  
5. Hemos propuesto un modelo para la ausencia de correlación positiva entre “fitness” 
y virulencia del VFA en células BHK-21: mientras que los determinantes de 
“fitness” se distribuyen a lo largo de todo el genoma del VFA, los determinantes de 
virulencia son multigénicos pero están localizados en algunas zonas concretas del 
genoma. Por tanto, el fenotipo virulencia es más robusto que el fenotipo “fitness” 
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